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La invasión del sistema nervioso central (SNC) por bacterias del género Brucella 
resulta en un desorden inflamatorio denominado neurobrucelosis. Evidencias clínicas 
demuestran que los pacientes que sufren de esta forma de la enfermedad presentan 
alteraciones funcionales de la barrera hematoencefálica (BHE). Sin embargo, los 
mecanismos patogénicos implicados en la activación de la BHE, causada por 
Brucella, no han sido investigados a nivel celular y molecular. 
En este trabajo investigamos el mecanismo a través del cual B. abortus transmigra a 
través de la BHE y accede al SNC; y ahondamos en cómo la respuesta inflamatoria 
desencadena frente a la bacteria repercute en la integridad de la misma. Presentamos 
evidencia in vitro sobre la capacidad de B. abortus de infectar, replicar y activar células 
endoteliales de microvasculatura cerebral utilizado como modelo la línea celular HBMEC. 
Además, logramos generar un modelo in vitro de transmigración bacteriana, a través del 
cual pudimos dilucidar que B. abortus atraviesa una monocapa de HBMEC utilizando un 
mecanismo de transmigración facilitada por monocitos infectados denominado ¨Caballo de 
Troya¨. La entrada de la bacteria se ve favorecida por la migración fisiológica de leucocitos 
infectados hacia el SNC. Desde allí, la bacteria tendría la capacidad de infectar células 
adyacentes, es decir, células gliales residentes del parénquima cerebral.  
 Una vez que la bacteria infecta células gliales (astrocitos y microglía), se 
desencadena una respuesta inmunológica que comprende la secreción de citoquinas 
inflamatorias. En este trabajo, se estudió la implicancia de estos mediadores inflamatorios 
en la integridad de la BHE. Demostramos que la secreción de IL-1β por células de la glia 
cumplía un rol preponderante en la activación de las HBMEC. IL-1β indujo la secreción de la 
citoquina inflamatoria IL-6 y las quemoquinas, IL-8 y MCP-1 por parte de las HBMEC; y 
desencadenó un aumento en la expresión de la molécula de adhesión CD54 (ICAM-1). En el 
modelo in vitro pudimos determinar que la activación de las HBMEC resultó clave en la 
transmigración tanto de monocitos como neutrófilos. No solamente establecimos la 
importancia de esta citoquina en la activación de las HBMEC sino que pudimos dilucidar 
parte del proceso que lleva a la maduración proteolítica de esta citoquina por inflamasomas 
en las células gliales. Logramos correlacionar la funcionalidad de los inflamasomas AIM2 y 
NLRP3 con la secreción de IL-1β y la consecuente presencia de infiltrados neutrófilos en el 
parénquima cerebral en un modelo in vivo de infección. 
 Por otra parte, los resultados de esta tesis demuestran que TNF-α no tuvo 
implicancia directa sobre la activación de la BHE. En este caso, la secreción de TNF-α se 
correlacionó a la secreción de MMP-9 por parte de astrocitos. Se indagó en el mecanismo 
por el cual se produce la secreción de esta enzima proteolítica pudiendo determinar que la 
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activación de las vías de ERK y p38 de las MAPK serían fundamentales en este proceso 
dado que la inhibición farmacológica de ambas vías afectó la secreción de MMP-9. 
Finalmente, logramos darle relevancia clínica a estos hallazgos ya que pacientes con 
neurobrucelosis presentaron altos niveles de MMP-9 en el LCR. La relevancia patológica de 
la secreción de MMP-9 podría alterar la estructura de la BHE al degradar los componentes 
de la lámina basal afectando indirectamente a su integridad.  
 Los resultados expuestos en esta tesis aportan conocimientos hasta el momento 
desconocidos sobre la estrategia de entrada de la bacteria al SNC y como desde allí 
desencadena una respuesta inmune que afecta la integridad de la BHE. 
 
 PUBLICACIONES CIENTÍFICAS 
 
PUBLICACIONES CIENTÍFICAS 
Parte de los resultados presentados en este trabajo de tesis fueron incluidos en las 
siguientes publicaciones: 
 Brucella abortus induces TNF-α-dependent astroglial MMP-9 secretion through 
mitogen-activated protein kinases. Miraglia MC, Scian R, Samartino CG, 
Barrionuevo P, Rodriguez AM, Ibañez AE, Coria LM, Velásquez LN, Baldi PC, 
Cassataro J, Delpino MV, Giambartolomei GH. J Neuroinflammation. 2013 Apr 
12;10:47. 
 Glial Cell-Elicited Activation of Brain Microvasculature in Response to Brucella 
abortus Infection Requires ASC Inflammasome-Dependent IL-1β Production. 
Miraglia MC, Costa Franco MM, Rodriguez AM, Bellozi PM, Ferrari CC, Farias MI, 
Dennis VA, Barrionuevo P, de Oliveira AC, Pitossi F, Kim KS, Delpino MV, Oliveira 
SC, Giambartolomei GH. J Immunol. 2016 May 1;196(9):3794-805. 
 The role of NLRP3 and AIM2 in inflammasome activation during Brucella 
abortus infection. Marim FM, Franco MM, Gomes MT, Miraglia MC, Giambartolomei 





ABREVIATURAS ................................................................................................................... 6 
INTRODUCCIÓN GENERAL ................................................................................................. 9 
BRUCELOSIS ....................................................................................................................10 
Agente etiológico ........................................................................................................... 10 
Composición de la membrana y estructura antigénica de Brucella spp. .................. 12 
Biología de la bacteria ............................................................................................ 14 
Respuesta inmune contra Brucella spp. ........................................................................ 17 
Inmunidad innata .................................................................................................... 17 
Inmunidad adaptativa ............................................................................................. 23 
Epidemiología ................................................................................................................ 25 
Diagnóstico y tratamiento .............................................................................................. 26 
Vías de transmisión ....................................................................................................... 28 
Sintomatología .............................................................................................................. 29 
NEUROBRUCELOSIS .......................................................................................................32 
Diagnóstico diferencial y tratamiento ............................................................................. 32 
Manifestaciones clínicas ................................................................................................ 33 
Inmunidad innata del SN ............................................................................................... 34 
Patobiología de la neurobrucelosis ................................................................................ 37 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS. .................................................................................................40 
MATERIALES Y MÉTODOS ................................................................................................42 
Cultivo de bacterias ................................................................................................ 43 
Componentes bacterianos ...................................................................................... 43 
Animales ................................................................................................................. 44 
Inyecciones estereotáxicas intracraneales .............................................................. 44 
Histología ............................................................................................................... 44 
Cultivo celular ......................................................................................................... 45 
Infección ................................................................................................................. 46 
Estimulación celular ................................................................................................ 47 
Neutralización de citoquinas ................................................................................... 48 
Modelo in vitro de BHE ........................................................................................... 48 
Determinación de la concentración de mediadores solubles por ELISA .................. 49 




Determinación de la actividad gelatinolítica neta en condiciones nativas ................ 50 
Determinación de la expresión de la molécula de adhesión CD54 por 
citometría de flujo ................................................................................................... 51 
Microscopía ............................................................................................................ 51 
Vías de señalización de las MAPK ......................................................................... 52 
Muestras de pacientes ............................................................................................ 53 
Análisis estadístico ................................................................................................. 54 
RESULTADOS .....................................................................................................................55 
CAPITULO I .......................................................................................................................56 
Introducción ................................................................................................................... 57 
Resultados .................................................................................................................... 59 
B. abortus es capaz de infectar y replicar en HBMEC. ............................................ 59 
B. abortus es internalizada activamente por las HBMEC. ....................................... 60 
B. abortus induce una activación de las HBMEC. ................................................... 61 
B. abortus atraviesa una monocapa polarizada de HBMEC por 
translocación facilitada en monocitos infectados (¨Caballo de Troya¨). ................... 63 
El monocito infectado es fuente de bacteria para una infección de novo en 
astrocitos. ............................................................................................................... 66 
Discusión ....................................................................................................................... 68 
CAPITULO II ......................................................................................................................73 
Introducción ................................................................................................................... 74 
Resultados .................................................................................................................... 75 
El sobrenadante de células gliales infectadas con B. abortus induce la 
activación de las células endoteliales de la microvasculatura cerebral. .................. 75 
TNF-α no se encuentra involucrado en la activación de las HBMEC por 
las células gliales infectadas con B. abortus. .......................................................... 76 
La activación de las HBMEC por las células gliales infectadas con B. 
abortus es mediada por IL-1. ................................................................................ 78 
La activación de las HBMEC, inducida por la IL-1 secretada por las 
células gliales, requiere de los inflamasomas AIM2 y NLRP3. ................................ 81 
La citoquina IL-18 no participa como mediador en la activación de las 
HBMEC. ................................................................................................................. 84 
TLR2 determina la producción de IL-1β por las células gliales, en 
respuesta a la infección con B. abortus, con la consecuente activación de 




La activación de las HBMEC por células gliales infectadas con B. abortus 
promueve la migración transendotelial de neutrófilos y monocitos. ......................... 87 
Los inflamasomas NLRP3 y AIM2 influencian el infiltrado de neutrófilos al 
parénquima cerebral en presencia de B. abortus in vivo. ........................................ 90 
Discusión ....................................................................................................................... 91 
CAPITULO III .....................................................................................................................95 
Introducción ................................................................................................................... 96 
Resultados .................................................................................................................... 98 
La infección de astrocitos con B. abortus induce la secreción de MMP-9. .............. 98 
La secreción de MMP-9 por astrocitos infectados con B. abortus está 
mediada por componentes estructurales de la bacteria. ......................................... 99 
HKBA y L-Omp19 inducen la activación de las vías Erk1/2 y p38 de las 
MAPK. .................................................................................................................. 101 
Las vías Erk1/2 y p38 de las MAPK están involucradas en la secreción de 
MMP-9 y TNF-α por astrocitos estimulados con HKBA o L-Omp19. ..................... 104 
TNF-α es la citoquina responsable de la secreción de MMP-9 por 
astrocitos murinos. ................................................................................................ 107 
Pacientes con Neurobrucelosis muestran actividad de MMP-9 en líquido 
cefalorraquídeo (LCR). ......................................................................................... 108 
Discusión ..................................................................................................................... 110 
DISCUSIÓN GENERAL ..................................................................................................... 113 
CONCLUSIONES FINALES ............................................................................................... 117 





INDICE DE TABLAS 
Tabla 1. Especies del género Brucella .................................................................................11 
Tabla 2. Vías de infección por Brucella en el hombre ...........................................................29 
INDICE DE ILUSTRACIONES 
Ilustración 1. Composición de la membrana y LPS de Brucella spp. ....................................12 
Ilustración 2. Biología de la bacteria .....................................................................................16 
Ilustración 3. Inflamasomas. .................................................................................................22 
Ilustración 4. Modelo de inmunopatogenia de la neurobrucelosis. ...................................... 116 
INDICE DE FIGURAS 
Figura 1. B. abortus es capaz de infectar y replicar en HBMEC. .......................................... 60 
Figura 2. B. abortus es internalizada activamente por las HBMEC.. ..................................... 61 
Figura 3. B. abortus induce la activación de las HBMEC.. .................................................... 62 
Figura 4. B. abortus utiliza el mecanismo ¨Caballo de Troya¨ para transmigrar a través 
de las HBMEC. ..................................................................................................................... 65 
Figura 5. Los monocitos infectados son fuente de bacteria para una infección de novo 
en astrocitos. ........................................................................................................................ 67 
Figura 6. El sobrenadante de células gliales infectadas con B. abortus induce la 
activación de las HBMEC. .................................................................................................... 76 
Figura 7. La activación de las HBMEC no depende de TNF-α .............................................. 77 
Figura 8. CASP-1 y ASC están implicados en la secreción de IL-1 por células gliales 
infectadas con B. abortus ..................................................................................................... 78 
Figura 9. La activación de las HBMEC por las células gliales requiere de CASP-1 y 
ASC. ..................................................................................................................................... 79 
Figura 10. La activación de las HBMEC por el sobrenadante de células gliales 
infectadas con B. abortus es mediada por IL-1β ................................................................... 80 
Figura 11. Los inflamasomas AIM2 y NLRP3 están implicados en la secreción de IL-1 
por las células gliales infectadas con B. abortus .................................................................. 81 
Figura 12. La activación de las HBMEC por las células gliales requiere de NLRP3 y 
AIM2. .................................................................................................................................... 83 
Figura 13. IL-18 no participa en la activación de las HBMEC. .............................................. 84 
Figura 14. TLR2 y TLR4 están implicados en la secreción de IL-1 por las células 




Figura 15. TLR2 determina la producción de IL-1 por las células gliales, en respuesta 
a la infección con B. abortus, con la consecuente activación de las HBMEC. ...................... 87 
Figura 16. HBMEC activadas por células gliales promueven la migración 
transendotelial de neutrófilos y monocitos humanos ............................................................ 89 
Figura 17. NLRP3 y AIM2 influencian el infiltrado de neutrófilos en el parénquima 
cerebral. ............................................................................................................................... 90 
Figura 18. Brucella induce la secreción de MMP-9 por astrocitos ......................................... 99 
Figura 19. La secreción de MMP-9 por astrocitos infectados con B. abortus está 
mediada por componentes estructurales de la bacteria ...................................................... 101 
Figura 20. HKBA induce la activación de la vía Erk1/2 y p38 de las MAPK. ....................... 102 
Figura 21. L-Omp19 induce la activación de la vía Erk1/2 y p38 de las MAPK. .................. 103 
Figura 22. Erk1/2 y p38 están involucradas en la secreción de MMP-9 por astrocitos 
estimulados con HBKA o L-Omp19. ................................................................................... 105 
Figura 23. Erk1/2 y p38 están involucradas en la secreción de TNF-α por astrocitos 
estimulados con HBKA o L-Omp19 .................................................................................... 106 
Figura 24. TNF-α es la citoquina responsable de la secreción de MMP-9 por astrocitos 
murinos .............................................................................................................................. 108 















aBCV BCV autofágica 
AIM2 del inglés ¨Absent in melanoma 2¨ 
Ac/s Anticuerpo/s 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
Ag/s Antígeno/s 
ASC del inglés ¨Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD¨ 
BCV Vacuola que contiene a Brucella 
BHE Barrera hematoencefálica 
BSA Albúmina sérica bovina 
CARD Dominio de reclutamiento de Caspasa-1 
Casp-1 Caspasa-1 
CPAs Células presentadoras de antígenos 
DAMP/s Patrón/es molecular/es asociado/s a daño 
DCs Células dendríticas 
DMEM del inglés ¨Dulbeco´s Modified Eagle´s Medium¨ 
DMSO Dimetil sulfóxido 
ds RNA Ácido ribonucleico doble cadena 
EEA1 Antígeno endosomal temprano-1 
ELISA Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzima 
FITC Isotiocianato de fluoresceína 
FliC Filamento no funcional de flagelina 
GFAP Proteína fibrilar ácida de la glía 
h/s Hora/s 
HBMEC 
Células endoteliales de microvascultura cerebral humana, del inglés ¨Human brain 
microvascular endothelial cells¨ 
HKBA Brucella abortus muerta por calor, del inglés ¨Heat kill Brucella abortus¨ 
Hsp60 Proteína de choque térmico 
IFM Intensidad de fluorescencia media 
IFN Interferón 
IL- Interleuquina- 
kDa kilo Dalton 
KO del inglés ¨Knock out¨ 
Lamp-1 Proteína 1 de membrana asociada a lisosoma 
LCR Líquido cefalorraquídeo 
LPS Lipopolisacárido. 
LPS-R Lipopolisacárido de cepas rugosas 
LPS-S Lipopolisacárico de cepas lisas 
LRR Segmentos repetitivos ricos en leucina 
MAPK Kinasas de proteínas activadas por mitógenos 
MCP-1 Quemoquina quimioatractante de monocitos 
ME Membrana externa 
MEC Matriz extracelular 






MMP/s Metaloproteasa/s de matriz 
MOI/s Multiplicidad/es de infección 
NBD Dominio de unión a nucleótido 
NF-κB Factor de transcripción nuclear κB 
NK Célula ¨Natural killer¨ 
NLR/s Receptor/es de tipo NOD, del inglés ¨Nod-like receptor¨ 
NLRP NLR conteniendo dominio PYD 
NOD Dominio de unión y oligomerización de nucleótidos 
Omp/s Proteína/s de membrana externa 
Pam3Cys N-palmitol-S 
PAMP/s Patrón/es molecular/es asociado/s a patógeno/s 
PBMCs Células mononucleares derivadas de sangre periférica 
PBS Buffer fosfato salino 
PE Ficoeritrina 
PFA Paraformaldehído 
PMA Forbol miristato acetato 
PMN Células polimorfonucleares 
PrPc Proteína celular priónica 
PRR Receptor de reconocimiento de patrones 
PYD Dominio pirin N-terminal 
rBCV BCV replicativa 
RE Retículo endotelial 
RMN Resonancia magnética 
rpm Revoluciones por minuto 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil-sulfato de sodio 
SFB Suero fetal bovino 
SN Sobrenadante 
SN/C/P Sistema nervioso /Central /periférico 
ssRNA Ácido ribonucleico simple cadena 
T4SS Sistema de secreción de tipo IV 
TC Tomografía computada 
Th Linfocito T ¨helper¨ 
TIMP/s Inhibidor/es tisular/es de metaloproteasas 
TLR/s Receptor/es de tipo Toll, del inglés ¨Toll-like receptor¨ 
TNF Factor de necrosis tumoral 
UFC Unidades formadoras de colonias 
UNV Unidad neurovascular 
WT del inglés ¨Wild type¨ 














 La brucelosis es una enfermedad cosmopolita causada por bacterias del género 
Brucella. Es considerada la zoonosis bacteriana más común a nivel mundial con más de 
500.000 nuevos casos por año [1]. En la Argentina, la enfermedad es endémica a pesar de 
contar con un Programa Nacional de Control y Erradicación de Brucelosis. Se ha estimado 
que las pérdidas económicas anuales debidas a esta infección rondan los US$ 60.000.000 
[2]. La persistencia de esta enfermedad no solo limita las posibilidades del sector pecuario y 
la comercialización internacional, influyendo negativamente en la rentabilidad de las 
explotaciones y en la calidad de los productos sino que también repercute en el consumo y 
en la salud pública [3]. 
Agente etiológico 
 Las bacterias, causantes de la infección, son cocobacilos pequeños Gram negativos, 
aerobios estrictos y de crecimiento lento. Se consideran bacterias inmóviles ya que carecen 
de un flagelo funcional aunque se puede vislumbrar un vestigio de esta estructura [4]. No 
presentan cápsulas ni tampoco forman esporas [5]. Son microorganismos resistentes a la 
desecación, pudiendo permanecer viables durante largo tiempo en el ambiente. Cuando 
infectan a un hospedador, su nicho preferencial es el intracelular. Principalmente, residen 
dentro de células del sistema reticuloendotelial y los tejidos asociados, donde son capaces 
de sobrevivir y multiplicarse. A diferencia de muchas otras bacterias, su genoma está 
constituido por 2 cromosomas circulares y carece de plásmidos [5]. 
Al género Brucella se lo clasifica taxonómicamente dentro de la clase α-
proteobacteria, orden Rhizobiales, familia Brucellaceae. Es un género que aún en la 
actualidad continúa en expansión. Históricamente constaba de 6 especies clásicas: B. 
melitensis, B. suis, B. abortus, B. neotomae, B. canis y B. ovis, cada una de las cuales fue 
clasificada de acuerdo a variaciones antigénicas y a su hospedador preferencial (Tabla 1). 
En el año 2007 se incorporaron 2 nuevas especies al género aisladas de mamíferos 
marinos: B. pinnipediae y B. ceti [6, 7]. En 2008 se reportaron otras 2 nuevas especies: B. 
microti, aislada en un primer momento de ratones salvajes [8] que fue posteriormente 
encontrada también en zorros rojos [9] y como contaminante en el suelo [10]; y una cepa 
inusual de Brucella denominada BO1. Esta última cepa fue aislada de un implante mamario 
infectado de una mujer de 71 años con síntomas de brucelosis. Recién en el año 2010 esa 
misma cepa, fue diferenciada molecularmente del resto de las especies y propuesta como 
una nueva especie denominada B. inopinata [11, 12]. Ese mismo año se aisló la cepa de 
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Brucella BO2 de un paciente con enfermedad pulmonar crónica que poseía gran similitud 
con B. inopinata [13]. En el año 2014 se estableció una nueva especie, B. papionis, que fue 
aislada a partir de crías nacidas muertas de mandriles [14]. Finalmente, en el año 2015 se 
introdujo la última especie denominada B. Vulpis. Esta, fue aislada de nódulos linfáticos 
mandibulares de 2 zorros rojos en Austria y fue destinada a un clado diferente ya que no 
pudo ser incluida en ninguna de la especies anteriormente descriptas [15]. 
 
De todas las especies descriptas hasta el momento, B. melitensis, B. abortus, B. suis 
y B. canis son patógenas para el hombre siendo las 3 primeras responsables de la mayor 
cantidad de casos de brucelosis humana [16, 17]. Recientemente se reconoció el potencial 
zoonótico de las especies marinas y su correlación para adquirir manifestaciones 
focalizadas en el sistema nervioso central (SNC) dado que se pudo identificar a ambas 
cepas marinas en 2 pacientes que padecían neurobrucelosis y presentaban granulomas 
intracerebrales [18]. 
Especie Hospedador preferencial
Aspecto de las colonias 
de acuerdo a la expresión 
del LPS
Nivel de patogenicidad en 
humanos
B. melitensis
Caprinos , Ovinos y 
Camélidos.
Cepa lisa (LPS-S)
Elevada. Causa más común de 
brucelosis humana.
B. suis Porcinos. Cepa lisa (LPS-S) Moderada.
B. abortus Bovinos  y camélidos. Cepa lisa (LPS-S)
Moderada a elevada. Segunda 
causa de brucelosis humana.
B. neotomae Roedores. Cepa lisa (LPS-S) No reportada.
B. canis Caninos . Cepa Rugosa (LPS-R) Moderada.
B. ovis Ovinos. Cepa Rugosa (LPS-R) No reportada.
B. pinnipedialis Pinnipedos. Cepa lisa (LPS-S) Moderada. Reportes de 
manifestaciones complicadas 
(Neurobrucelosis). B. ceti Cetáceos. Cepa lisa (LPS-S)
B. microti Roedores. Cepa lisa (LPS-S) No reportada.
B. inopinata Desconocida. Cepa lisa (LPS-S)
No reportada. Aislada de 2 casos 
humanos. 
B. papionis Mandriles. Cepa lisa (LPS-S) No reportada.
B. vulpis Zorros rojos. Desconocido No reportada.
Tabla 1. Especies del género Brucella 
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En los últimos años, se han logrado secuenciar la mayoría de los genomas de las 
especies de Brucella y esto permitió demostrar que el género es altamente homogéneo. Si 
bien, los genomas de las 6 especies clásicas de Brucella tienen una homología mayor al 
90% [5], se desestimó la posibilidad de considerarlas como parte de una sola especie, 
imponiéndose la clasificación en distintas especies de acuerdo, principalmente, al 
hospedador preferencial (Tabla 1). 
Composición de la membrana y estructura antigénica de Brucella spp. 
Al igual que el resto de las bacterias Gram negativas, la envoltura celular de las 
bacterias del género Brucella está formada por una membrana interna, una membrana 
externa (ME) y un espacio periplasmático intermedio (Ilustración 1). En este espacio están 
concentradas enzimas y proteínas relacionadas con el transporte de solutos y un gel 
glucopeptídico denominado peptidoglicano, responsable de la forma e integridad osmótica 
de la bacteria.  
La ME de Brucella contiene proteínas, fosfolípidos y lipopolisacárido (LPS), 
considerado este último, como el principal antígeno en las bacterias Gram negativas [19]. El 
LPS es una molécula anfipática que consta de una parte exclusivamente polisacarídica, 
dirigida hacia el exterior, y otra parte glucolipídica (lípido A) inserta en la ME, por lo tanto no 
expuesta a la superficie. La parte polisacarídica del LPS se divide en 2 secciones: un 
oligosacárido intermedio, llamado núcleo; y un oligosacárido O, llamado también, cadena O 
(Ilustración 1). De acuerdo a la expresión del LPS, las colonias pueden adquirir distinto 
Ilustración 1. Composición de la membrana y LPS de Brucella spp. 
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aspecto cuando son cultivadas en un medio sólido y de esta manera, ser clasificadas en 
cepas lisas, S (del inglés ¨Smooth¨), o cepas rugosas, R (del inglés ¨Rough¨). La porción 
polisacarídica del LPS se expresa de manera intacta y está expuesta en las cepas lisas 
(LPS-S) o ausente (o presente con pocos residuos) en las cepas rugosas (LPS-R). A su vez 
existe una relación entre el tipo de colonia que forman y la virulencia. Las cepas lisas, que 
poseen la expresión intacta del LPS-S, son más virulentas con respecto las cepas rugosas 
[20, 21]. Dentro de las primeras se encuentran B. melitensis, B. suis, B. abortus, B. 
neotomae, B. pinnipediae, B. ceti, B. microti, B. inopinata y B. papionis y dentro de las 
segundas B. ovis y B. canis (Tabla 1). El lípido A se encuentra inmerso en la capa lipídica y 
actúa como soporte o unión del resto de la molécula a la superficie bacteriana. El lípido A 
del LPS de Brucella, a diferencia del de la mayoría de las enterobacterias, posee una 
estructura atípica caracterizada por su alta hidrofobicidad y por poseer cadenas de ácidos 
grasos más largas [19]. 
Las bacterias del género Brucella poseen ciertas diferencias con respecto a la 
composición de la membrana celular de otras bacterias Gram negativas. En primer lugar, las 
características químicas, físicas y biológicas de la estructura del LPS difieren 
cuantitativamente y cualitativamente del LPS ¨clásico¨ de las enterobacterias como E. coli 
[22, 23]. A diferencia de otras endotoxinas, el LPS de Brucella no es pirogénico, no induce 
una reacción de Shwartzman localizada, no aumenta la sensibilidad del hospedador a la 
histamina, no activa la cascada del complemento de manera significativa y es un mitógeno 
muy débil de linfocitos B murinos y humanos. Comparado con el LPS de las enterobacterias, 
se requieren concentraciones 100 a 1000 veces más altas de LPS de Brucella para inducir 
muerte por shock endotóxico. Además, la alta hidrofobicidad de las cadenas largas de 
polisacáridos podría favorecer la agregación del LPS y, de esta manera, impedir la acción de 
los péptidos policatiónicos como una estrategia más de resistencia a los sistemas 
bactericidas [24]. Por lo tanto, la estructura química atípica del LPS le confiere, a este grupo 
de bacterias, la capacidad de beneficiar la supervivencia y replicación de la bacteria [24]. 
Asociadas al LPS y formando parte de la ME se encuentran proteínas de la 
membrana externa (Omps), muchas de las cuales han sido caracterizadas desde el punto 
de vista genético, inmunológico, estructural y funcional [25]. Estas proteínas pueden 
clasificarse en 3 grupos de acuerdo a su peso molecular: grupo 1 (89 y 94 kDa); grupo 2 (35 
y 40 kDa) y grupo 3 (25 y 34 kDa). Las proteínas de los grupos 2 y 3 se encuentran en 
mayor cantidad y son conocidas como Omp ¨principales¨ [26, 27]. Tibor y col. han 
demostrado que las Omp 10, 16 y 19 son lipoproteínas [28]. Estos 3 grupos de proteínas se 
encuentran expuestos en la membrana externa, y son reconocidos por el sistema inmune en 
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el curso de la infección [29]. A través de diversos estudios se ha confirmado la 
inmunogenicidad de las Omps y su posible utilidad como vacunas [30].  
La ME de Brucella forma una bicapa más estable que la de otras bacterias Gram 
negativas, debido tal vez, a una mayor presencia del lípido fosfatidilcolina en la composición 
de su ME en comparación a fosfatidiletanolamina en otras bacterias Gram negativas. Si bien 
la inactivación de Brucella por calor causa el colapso de la membrana interna, la ME 
mantiene su morfología intacta lo que sugiere que la ME de Brucella posee una mayor 
rigidez en comparación a la de otras bacterias Gram negativas [31].  
Biología de la bacteria 
Adhesión, invasión e infección bacteriana 
 La susceptibilidad de los humanos a la infección por Brucella, está íntimamente 
ligada al contacto con animales infectados como así también por consumo de alimentos 
contaminados provenientes de animales infectados. Por lo tanto, Brucella puede acceder al 
organismo a través de las vías conjuntival, inhalatoria, gástrica (transmigrando a través de 
los epitelios mucosos) [32] o dérmica en la piel lesionada. Posteriormente a adherirse a la 
superficie de las células del epitelio mucoso, Brucella utilizaría un mecanismo del tipo cierre 
o ¨Zipper¨ para su internalización. La unión de la bacteria con las células epiteliales 
promueve la activación de pequeñas GTPasas que tienen como fin activar la cascada de 
señalización que culmina con el reordenamiento de las fibras de actina en el citoesqueleto 
de manera de inducir la reestructuración de la membrana celular en torno a la bacteria y 
consecuentemente favorecer la endocitosis de la misma. Una vez que Brucella transloca a 
través del epitelio es fagocitada por células fagocíticas residentes [33]. 
La membrana plasmática posee regiones específicas ricas en colesterol 
denominadas ¨lipid-rafts¨ o microdominios lipídicos que median la internalización de las 
cepas lisas de Brucella hacia el interior de los macrófagos [34]. Estos mecanismos de 
adhesión e internalización dependen de la interacción de algunos elementos del patógeno 
con factores presentes en la célula huésped, por ejemplo, la proteína celular priónica (PrPC) 
de los macrófagos que se encuentra anclada en los ¨lipid-rafts¨, debe interaccionar con la 
proteína de choque térmico 60 (Hsp60) presente en la superficie bacteriana. De esta 
manera, la proteína PrPC podría ser necesaria para la fagocitosis mediada por ¨lipid-rafts¨ y 
consecuentemente para permitir la supervivencia intracelular de Brucella [35]. Otro 
mecanismo involucra a una proteína de superficie bacteriana de 41 kDa que se asocia a 
residuos de ácido siálico para mediar la adherencia a células epiteliales y macrófagos [36]. 
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Un tercer posible mecanismo requiere de la interacción el receptor Scavenger de clase A 
con el LPS de Brucella [37]. Como se mencionó anteriormente, las cepas lisas y rugosas 
difieren en la composición de su LPS, particularmente de la cadena O polisacarídica, por lo 
tanto esta cadena podría ser la responsable de dirigir la entrada a través de los ¨lipid-rafts¨, 
dado que en las cepas rugosas, que carecen de cadena O del LPS, el mecanismo de 
adhesión e internalización, no involucra a ¨lipid-rafts¨ [38]. El mecanismo de entrada 
pareciera ser clave para la supervivencia de la bacteria en los macrófagos infectados, ya 
que la disrupción farmacológica de los ¨lipid-rafts¨ lleva a una fagocitosis independiente de 
los mismos y a la posterior eliminación de todas las bacterias fagocitadas [39]. 
Las bacterias se diseminan a tejidos preferenciales por medio de su tropismo celular, 
por ejemplo, hacia las células trofoblásticas placentarias en hembras embarazadas, al 
pulmón fetal, al sistema reticuloendotelial y al tracto reproductivo [33]. Si bien se considera 
que el nicho intracelular preferencial de las bacterias son las células fagocíticas 
profesionales (macrófagos y células dendríticas) y los trofoblastos placentarios, también son 
capaces de infectar fagocitos no profesionales. En este caso, la internalización requiere de 
gasto de energía, debido a que el empleo de inhibidores del metabolismo energético 
suprime este proceso. Brucella posee un sistema de 2 componentes llamado BvrS/BvrR, el 
cual codifica para un sensor de histida kinasa que controla la expresión de los determinantes 
moleculares necesarios para la invasión celular [40].  
La bacteria, además, tiene la capacidad de infectar otros tipos celulares como células 
endoteliales, osteoblastos, osteoclastos, hepatocitos, células estrelladas hepáticas, linfocitos 
B y T y células del sistema nervioso [41-48].  
Replicación intracelular 
Una vez en el interior de las células fagocíticas mononucleares, la bacteria reside en 
una vacuola especial denominada vacuola que contiene a Brucella (BCV), la cual interactúa 
con las vías endocítica y secretoria para asegurar la supervivencia de la bacteria dentro de 
las células que infecta. A medida que la BCV va transitando por los distintos estadios va 
adquiriendo secuencialmente marcadores de endosomas tempranos, como el antígeno 
endosomal temprano 1 (EEA1) y Rab5. Estas acciones ocurren inmediatamente luego de la 
internalización y son transitorias. Durante esta etapa hasta un 90-99% de los 
microorganismos fagocitados son eliminados, mientras que las bacterias que logran 
sobrevivir, se replican. Posteriormente la BCV adquiere marcadores de endosomas tardíos, 
como Rab7. Brucella evade la destrucción intracelular inhibiendo la fusión de la BCV con los 
lisosomas. La acidificación de la BCV es importante para la correcta maduración del 
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compartimiento replicativo [33, 49]. La disminución del pH de la BCV facilita la expresión de 
genes que son necesarios para la supervivencia y división intracelular de Brucella. El factor 
de virulencia más importante que se induce por la acidez del medio es el sistema de 
secreción tipo IV (T4SS), el cual está codificado por los genes virB1-virB12 correspondientes 
al operon VirB presentes en el cromosoma II [50, 51]. La biogénesis y el tráfico de la BCV es 
regulada por las proteínas bacterianas efectoras que son secretadas por este T4SS [52]. Si 
bien este sistema no es fundamental para la invasión, la diseminación sistémica o el 
establecimiento de la infección inicial es esencial para la persistencia [53]. Mutantes que 
carecen de cualquiera de los genes virB son incapaces de replicar intracelularmente [54]. El 
compartimiento replicativo (rBCV) adquiere transitoriamente el marcador LAMP-1 (proteína 1 
de membrana asociada a lisosoma) y posteriormente adquiere calreticulina, un marcador de 
retículo endotelial (RE). La cooptación de membranas y componentes del RE por parte del 
rBCV se acompaña de una fuerte reorganización tanto estructural como funcional del RE 
[55]. En este punto, se lleva a cabo la replicación de Brucella dentro del rBCV precediendo a 
la adquisición de varias proteínas autofágicas, como por ejemplo Beclin 1. Finalmente, ésta 
BCV expresando características autofágicas (aBCV), vuelve a entrar en la vía endocítica 
para completar su ciclo de vida intracelular. En esta etapa, la BCV vuelve a ser positiva para 
el marcador LAMP-1, envuelve a varias bacterias a la vez y posee múltiples membranas. Se 
postula que la formación de esta BCV autofágica sería necesaria para promover la liberación 
de las bacterias y contribuir a la diseminación de la bacteria hacia células adyacentes 
(Ilustración 2) [56]. Así, el macrófago se transforma en el nicho replicativo de bacterias 
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Respuesta inmune contra Brucella spp.  
Inmunidad innata  
 La inmunidad innata constituye la primera línea de defensa frente a patógenos 
invasivos y es esencial tanto en la detección como en la eliminación de microorganismos 
patógenos. Dentro de sus componentes se incluyen barreras anatómicas (la piel y epitelios 
internos), poblaciones celulares tales como los fagocitos (monocitos/macrófagos, células 
dendríticas (DCs) y neutrófilos), y las células linfoides innatas (células ¨natural killer¨ (NK) y 
células T γδ) y moléculas secretorias (citoquinas y quemoquinas, el sistema del 
complemento y distintas opsoninas). 
Células de la inmunidad innata 
Los macrófagos juegan un papel fundamental en la inmunidad frente a Brucella. 
Como fue mencionado anteriormente, el nicho preferencial de Brucella son las células 
fagocíticas, en particular los macrófagos. Estas células cumplen un papel dual en la 
infección frente a Brucella: por un lado, permiten la replicación y supervivencia de las 
bacterias durante las etapas tempranas de la infección; no obstante, en los estadios tardíos 
y, en particular una vez que se estableció la inmunidad adaptativa, los macrófagos activados 
son los principales responsables de la eliminación de Brucella. Esta actividad bactericida 
reside en la capacidad de estas células de realizar el estallido respiratorio mediante la 
generación de intermediarios reactivos del oxígeno y nitrógeno. Dicho mecanismo de 
eliminación bacteriana es dependiente de la opsonización de las bacterias por anticuerpos y 
complemento. También depende de la activación celular por citoquinas como interferón 
gamma (IFN-γ) y, en menor medida, por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) que 
puedan producir otras células [57]. 
La función de los neutrófilos o células polimorfonucleares (PMN) en la inmunidad 
contra Brucella es controversial. En nuestro laboratorio se demostró que B. abortus es capaz 
de activar a esta población en humanos y prolongar su sobrevida in vitro. Este efecto es 
mediado por las lipoproteínas de la membrana externa de Brucella y estaría asociado a la 
patogénesis de la brucelosis ya que contribuiría al daño tisular y a la inflamación localizada 
[58]. Algunos autores proponen que el aumento de la supervivencia de la bacteria dentro de 
esta población celular estaría relacionada a la capacidad de Brucella de inhibir la 
degranulación de los gránulos primarios en modelos bovinos [59]. Contradictoriamente, 
Barquero-Calvo y col, exponen que B. abortus promueve la muerte temprana de células 
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PMN [60]. El rol de los neutrófilos en el control de la brucelosis in vivo también es 
controversial. Por un lado, se demostró que estas células no parecieran tener un rol 
significativo en la eliminación de Brucella en las etapas tempranas de la infección en ratones 
[61] y de manera opuesta, la depleción de neutrófilos permite la eliminación de las bacterias 
de manera más eficiente durante los estadios tardíos de la enfermedad, demostrando que 
estas células PMN participan activamente en circuitos regulatorios de la inmunidad innata y 
adaptativa [62].  
Por su parte, las DCs humanas y murinas son susceptibles a la infección por Brucella 
[63-65]. A su vez, en nuestro laboratorio se demostró que la infección con B. abortus induce 
la expresión de las moléculas CD86, CD80, CCR7, CD83, moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC) de clase I (MHC-I) y clase II (MHC-II), y CD40 en DCs, como 
también la secreción de las citoquinas TNF-α, IL-6, IL-10 e IL-12. No sólo eso, sino que las 
lipoproteínas de la membrana externa de B. abortus serían las que inducen la maduración 
de estas células generando una respuesta inmune adaptativa de tipo Th1 [66]. 
Con respecto a las células linfoides innatas, la función de las células NK en el control 
de la infección es contradictoria. Por un lado, estas células no tendrían un rol crucial en el 
control de la brucelosis murina dado que tanto los ratones susceptibles BALB/c, como los 
resistentes C57BL/10 controlan la infección por B. abortus 2308 en ausencia de células NK 
[67]. Esta observación tiene su correlato en humanos, ya que en pacientes con brucelosis, la 
actividad de las células NK se encuentra aparentemente suprimida mostrando una 
disminuida actividad citotóxica [68]. Por otro lado, algunos autores demostraron que las 
células NK parecen ser importantes para la activación de linfocitos B y la consecuente 
producción de anticuerpos [69], como así también en la producción de IFN-γ y TNF-α por 
macrófagos infectados con B. suis cuando son co-cultivados ambos tipos celulares in vitro 
[70]. 
Las células T γδ también cumplirían una importante función en la inmunidad frente a 
Brucella. El número de células T Vγ9Vδ2 aumenta en sangre periférica de pacientes con 
brucelosis aguda y declina luego de un tratamiento exitoso [71, 72]. Por otra parte, ratones 
deficientes en células T γδ poseen una aumentada susceptibilidad a la infección con B. 
abortus, lo cual se relacionó a una falla en la inmunidad innata desarrollada por estos 
ratones frente a dichas bacterias, lo que sugeriría que la función protectora de estas células 
transcurre durante los estadios tempranos de la enfermedad [73]. Asimismo, células T γδ 
activadas por antígenos (Ags) no peptídicos controlan el número de bacterias intracelulares 
debido a que secretan TNF-α e IFN-γ activando las funciones bactericidas del macrófago. 
Estudios in vitro sugieren que las células T Vγ9Vδ2 también serían capaces de lisar a las 
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células infectadas, ya sea por contacto directo o de manera indirecta a través de la 
secreción de un factor bactericida denominado catelicidina LL-37 [74, 75].  
Receptores de la inmunidad innata 
Los mecanismos de defensa frente a patógenos comienzan con el reconocimiento de 
diversos productos microbianos o patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) a 
través de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR). Existen diferentes clases 
funcionales de PRR responsables del censado microbiano, tales como receptores de tipo 
Toll (TLRs) y receptores de tipo NOD (NLRs) entre otros [76]. 
Los TLRs son receptores transmembrana que están presentes en células fagocíticas 
profesionales, principalmente en monocitos, macrófagos, DCs y neutrófilos. Reconocen los 
distintos PAMPs uniéndose directamente a ellos y reclutan un grupo de adaptadores 
intracelulares con dominios TIR. De esta manera desencadenan cascadas de señalización 
que van a culminar con la activación de MAP kinasas y factores de transcripción (como el 
factor de transcripción nuclear kB, NF-kB) que modulan la producción de citoquinas, 
quemoquinas y expresión de moléculas co-estimulatorias. Los TLRs pueden ser activados 
por diversos productos microbianos: TLR2 (formando heterodímeros con TLR1 o TLR6) 
reconoce productos de la pared celular de bacterias Gram positivas y lipoproteínas 
bacterianas, TLR3 reconoce dsRNA, TLR4 es activado por LPS, TLR5 es activado por 
flagelina, TLR9 por motivos CpG no metilados y TLR7/8 por ssRNA [77]. La localización 
subcelular de los TLRs se correlaciona con la naturaleza de sus ligandos. TLR1, 2, 4, 5 y 6 
están presentes en la membrana plasmática, mientras que TLR3 (dsRNA), 7, 8 (ssRNA) y 9 
(motivos CpG no metilados) se expresan en la membrana de los endosomas [77, 78].  
Como la mayoría de las bacterias Gram negativas, la membrana externa de Brucella 
está compuesta por una gran cantidad de PAMPs que podrían ser reconocidos por 
receptores de la inmunidad innata. Es por esto, que el rol de los TLRs en la resistencia 
contra la infección por Brucella ha sido intensamente estudiado durante estos últimos años 
[79]. Estudios realizados por nuestro grupo, han demostrado que la señalización a través de 
TLR2 contribuye a la producción de citoquinas proinflamatorias por parte de las células 
inmunes innatas [80]. Además, el reconocimiento a través del heterodímero TLR2/TLR6 es 
primordial para la secreción de la citoquina TNF-α por parte de DCs derivadas de médula 
ósea [81]. Si bien, algunos autores vinculan a los receptores TLR2 y TLR4 con la secreción 
de TNF-α durante la infección, mencionan que estos receptores no serían esenciales para la 
eliminación del patógeno [82]. Otros autores, publican resultados contrapuestos, dado que 
muestran que el receptor TLR4 sería esencial para controlar la infección [83]. De todas 
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maneras, el LPS, ligando de TLR4, se considera atípico en Brucella, ya que tiene un grado 
muy bajo de actividad biológica. Se ha demostrado que la producción de mediadores 
inflamatorios es entre 3 y 4 órdenes de magnitud menor que el LPS convencional de las 
enterobacterias [84, 85]. Con respecto al rol de TLR9, se describió que a través de este 
receptor se reconocen motivos CpG derivados de ADN de Brucella y que la activación de la 
respuesta inmune innata desencadenada cumpliría un rol importante en el control inicial de 
la infección por la bacteria [86]. Se describió, además, que la señalización a través de este 
receptor es fundamental para la secreción de la citoquina IL-12 en DCs estimuladas con la 
bacteria muerta por calor (HKBA) [87, 88]. En el caso de TLR5, el filamento no funcional de 
flagelina de Brucella (FliC) no funciona como un verdadero agonista de TLR5, otorgándole, a 
la bacteria, la capacidad de evadir la respuesta mediada por este receptor [89, 90].  
Estudios recientes han revelado las cascadas de señalización intracelulares que 
participan en el inicio de la respuesta inmune mediada por TLRs en la infección por Brucella 
[91]. Los receptores TLR2, TLR4 y TLR9 han sido implicados en las interacciones del 
hospedador con Brucella y las vías de señalizaciones implicadas en la activación de la 
respuesta inmune innata por parte de la bacteria son dependientes de la presencia del 
adaptador MyD88 e independientes de la presencia del adaptador TRIF. Se describió que 
ratones deficientes en MyD88, adaptador común a todos los TLRs menos TLR3, son más 
susceptibles a la infección con Brucella. Además, estos ratones presentan defectos en la 
maduración de DCs y ausencia de producción de IL-12 y TNF-α por los macrófagos y DCs 
en respuesta a Brucella [82, 92]. 
Brucella también interferiría con la señalización vía TLRs por la producción de 
homólogos del dominio del receptor Toll/IL-1 (TIR) inhibitorios. Se han descripto 2 proteínas 
de Brucella homólogas (Btp1 y TcpB) identificadas en B. abortus y B. mellitensis 
respectivamente que estarían asociadas al sistema de secreción de tipo IV funcional y que 
interfieren en la señalización por TLR2 y TLR4 dado que inducen la ubiquitinización y 
degradación de la molécula adaptadora MAL/TIRAP [93]. La proteína Btp1 de B. abortus 
actuaría en la señalización vía TLR2, inhibiendo la maduración de DCs y la secreción de 
citoquinas proinflamatorias [64]. La proteína TcpB de B. melitensis, interactuaría también 
con el adaptador MyD88 impidiendo la señalización por vía TLR2 y TLR4 y la secreción de 
citoquinas proinflamatorias [94]. Btpb sería otra de las proteínas que inhiben la señalización 
vía MyD88 relacionándose a la evasión inmune producida como mecanismo de 
supervivencia [95]. Estas proteínas, podrían ser una nueva clase de factores de virulencia 
que actuarían inhibiendo la señalización vía TLRs y/o MyD88, y de esta manera 
disminuyendo la respuesta inmune innata e incrementando la virulencia. 
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Los NLRs son una familia de PRR citosólicos responsables del reconocimiento de 
bacterias intracelulares o patrones moleculares asociados a daño (DAMPs). Todos los 
miembros que componen esta familia comparten un dominio C-terminal caracterizado por 
segmentos repetitivos ricos en leucina (LRR) que es responsable, específicamente, de la 
detección de PAMPs; y un dominio de unión a nucleótido (NBD). De acuerdo a 
características distintivas en la porción N-terminal, los miembros de NLRs pueden 
subclasificarse en: los denominados NLRP por poseer un dominio pirin N- terminal (PYD) 
que consta de 14 miembros, y los que poseen proteínas con dominio de unión y 
oligomerización de nucleótidos, que consta de 3 miembros, denominados NOD1 (NLRC1), 
NOD2 (NLRC2) y NLRC4. Luego de la estimulación con un PAMP/DAMP, el NLR específico 
oligomeriza y recluta pro-caspasa-1 directamente por interacción homotípica con el dominio 
CARD (dominio de reclutamiento de caspasa-1) (NLRP1 y NLRC4); o indirectamente por 
acción de una proteína adaptadora ASC (NLRP3). En este último caso, NLRP3 interactúa 
con ASC vía interacción homotípica de sus dominios PYDs. ASC interactúa posteriormente 
con pro-caspasa-1 vía interacción homotípica de sus dominios CARDs [96]. NLRP1, NLRP3 
y NLRC4 pueden montar complejos multiproteícos denominados ¨inflamasomas¨ debido a 
que desencadenan la activación de caspasas inflamatorias (caspasa-1 y caspasa-11) en 
respuesta a diversos activadores. La proteína ausente en melanoma 2 denominado AIM2, 
que censa ADN bacteriano, también tiene la capacidad de conformar inflamasomas a través 
de la proteína adaptadora ASC [97]. Los NLRs y AIM2 dependerían de la estimulación de los 
TLRs como primera señal y su función sería orquestar el ensamblaje de inflamasomas que 
llevarían a la maduración proteolítica de pro-IL-1β y pro-IL18 por acción de caspasa-1 y a la 
secreción de las citoquinas IL-1β, IL-18 e IL-33 (Ilustración 3) [98]. 
La secreción de IL-1β tiene un rol protectivo contra la infección con B. abortus. 
Ligandos de Brucella activarían los inflamasomas NLRP3 y AIM2 dependientes del 
reclutamiento de la proteína adaptadora ASC y de esta manera se fomentaría la activación 
de caspasa-1 y la consecuente respuesta proinflamatoria que contendría el avance de la 
infección en un modelo murino [99]. 
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Citoquinas y quemoquinas de la inmunidad innata 
La importancia de los receptores de la inmunidad innata es que tienen como función 
modular la producción de citoquinas y quemoquinas y moléculas co-estimulatorias, y a 
través de estas, prevenir la replicación bacteriana y reducir el número inicial de bacterias. 
Durante las etapas tempranas de la infección con Brucella una de las primeras citoquinas en 
ser secretada es el TNF-α [80]. Además, esta citoquina junto con la IL-12 están directamente 
involucradas en la resistencia a la brucelosis murina [100, 101]. El rol de la IL-12 es decisivo, 
no sólo porque esta citoquina juega un rol preponderante en la inducción de una respuesta 
de tipo Th1 con la consecuente producción de IFN-γ, sino también, porque está implicada en 
el proceso de estallido respiratorio por parte de los macrófagos. Proceso fundamental que 
contribuye a la eliminación de los patógenos en el cual se liberan especies reactivas del 
oxígeno. Los esplenocitos provenientes de ratones depletados de IL-12, tienen una menor 
capacidad de generar la activación de los macrófagos, exacerbando, de esta manera, la 
infección por Brucella [101]. Asimismo, también ha sido reportada la secreción de IL-6, IL-1β 
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Ilustración 3. Inflamasomas. Esquema de activación del inflamasoma NLRP3 modificado de (98) 
(A). Subfamilias de inflamasomas modificado de (96) (B) 
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las mencionadas citoquinas, la infección con Brucella de macrófagos y DCs humanos 
promueve la producción de quemoquinas, entre ellas MIP-1α (CCL3), MIP-1β (CCL4), MCP-
1 (CCL2), RANTES (CCL5), Gro-α (CXCL1) e IL-8 (CXCL8) [103]. 
Inmunidad adaptativa 
Las células del sistema inmune innato contribuyen a controlar la infección, no sólo 
por su rol como células efectoras, sino también porque inician y orientan el curso de la 
respuesta inmune adaptativa. La activación de la inmunidad adaptativa y el desarrollo de 
funciones efectoras de este tipo de inmunidad requiere de la presentación de péptidos 
microbianos a los linfocitos T CD4+, T CD8+ y linfocitos B que finalmente permitirán la 
eliminación de los microorganismos y la generación de memoria inmunitaria. En particular, 
los linfocitos T CD4+ pueden diferenciarse en distintos perfiles (Th1, Th2, Th17 y Treg), los 
cuales se caracterizan por la producción de diferentes citoquinas y median diferentes 
funciones inmunitarias, una de ellas implica la cooperación con los otros 2 tipos celulares. 
Las células de la inmunidad innata (macrófagos y DCs), a través de su habilidad de producir 
mediadores proinflamatorios (IL-12, IL-23, etc) y expresar determinadas moléculas co-
estimulatorias (CD80/CD86, CD40, etc) contribuyen a establecer un perfil determinado. La 
importancia de la respuesta Th1 reside principalmente en la capacidad de secretar IFN-γ. 
Dicha molécula tiene un rol central en la inmunidad debido a que promueve la activación de 
las funciones bactericidas del macrófago, la inducción de la expresión de moléculas del 
MHC y co-estimulatorias en las células presentadoras de antígenos profesionales (CPAs), la 
estimulación de la citotoxicidad por parte de células T citotóxicas y la potenciación de la 
muerte de los macrófagos infectados [104].  
 A pesar de todos los componentes y mecanismos de la inmunidad innata que se 
activan frente a la infección con B. abortus, estos no siempre son suficientes para su 
erradicación y es absolutamente necesario el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa 
que combata a la infección [105]. Los Ags procesados de B. abortus son capaces de ser 
presentados por moléculas del MHC-I y MHC-II, y de esta manera activar tanto linfocitos T 
αβ CD4+ como linfocitos T CD8+ [106, 107]. Particularmente, en estados tempranos de la 
infección por Brucella, el rol de la respuesta innata es reducir el número inicial de bacterias 
promoviendo un ambiente adecuado para generar una respuesta adaptativa robusta Th1 en 
el hospedador [108]. La presencia de IL-12 hace que, durante la infección con B. abortus, se 
genere una poderosa inducción hacia el desarrollo de una respuesta de tipo Th1 que está 
caracterizada por producir la activación de macrófagos y que contribuye, además, a la 
activación y expansión de linfocitos T CD8+ citotóxicos [104, 105]. La importancia de las 
células con perfil Th1 en la respuesta frente a Brucella se determinó en primer lugar en el 
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modelo murino. Diversos estudios demostraron que ratones deficientes en elementos clave 
de la respuesta Th1 como el IFN-γ o la IL-12 eran más susceptibles a la infección, y 
asimismo se determinó que la administración de estas citoquinas de manera exógena 
favorecía el desarrollo de una respuesta protectora en dichos ratones [101, 109, 110]. La 
importancia del IFN-γ en la resolución de la infección por Brucella fue demostrada en 
estudios con ratones deficientes en el gen de esta citoquina. Estos ratones mueren 6 
semanas después de la infección con B. abortus [111]. Más aún, estudios en pacientes con 
brucelosis también señalan la importancia del desarrollo de una respuesta de tipo Th1 para 
combatir la infección, ya que existe una correlación entre disminuidas respuestas Th1 y 
recaídas o estadios crónicos de la enfermedad [112-115], así como una asociación entre 
determinados polimorfismos o mutaciones genéticas que afectan a este tipo de respuesta y 
una mayor susceptibilidad a la brucelosis [116]. Otros estudios han sugerido que la 
activación con IFN-γ impide que Brucella establezca su nicho replicativo, pero si ya se 
estableció la BCV, el IFN-γ no tiene efecto alguno [117]. 
A modo de corolario, se pueden resumir en 3 los mecanismos de la respuesta 
inmune adaptativa esenciales para el control de la infección por Brucella: primero, el IFN-γ 
producido por linfocitos T αβ CD4+ y CD8+ activa las funciones bactericidas del macrófago 
inhibiendo la supervivencia intracelular de las bacterias [109, 110, 118, 119]; segundo, la 
citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8+ tiene como fin eliminar células infectadas 
mediante la interacción Fas-FasL o la secreción de perforinas y granzimas [106, 120]; y por 
último, los isotipos de anticuerpos (Acs) de tipo Th1 como IgG2a e IgG3 opsonizan al 
patógeno y facilitan su fagocitosis [121]. 
 Brucella recurre a mecanismos por los cuales intenta evadir también la inmunidad 
adaptativa y persistir en el hospedador. Principalmente estos mecanismos de evasión 
implicarán disminución de la presentación antigénica a través de las MHC-I y MHC-II y la 
consecuente disminución de las funciones efectoras de linfocitos T αβ CD4+ y CD8+ [122-
124]. Otros mecanismos de evasión de la respuesta inmune adaptativa por la bacteria 
implica la inducción de apoptosis de los linfocitos T [47].  
La contribución de la inmunidad humoral en la respuesta frente a la brucelosis no ha 
sido del todo esclarecida. Tempranamente en la infección aparecen anticuerpos (Acs) que 
suelen permanecer detectables en el suero durante años. Estos Acs están dirigidos contra 
varios componentes del microorganismo, pero especialmente contra los Ags superficiales, 
particularmente el LPS. Desde el punto de vista clínico, la detección de Acs dirigidos contra 
el LPS es útil para el diagnóstico, y seguimiento de la infección. No obstante, si bien la 
opsonización de las bacterias por Acs aumenta su fagocitosis y por lo tanto, disminuye el 
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nivel inicial de infección, la naturaleza intracelular de Brucella hace que este efecto sea 
limitado y que de cualquier manera progrese la enfermedad [125, 126]. 
Epidemiología  
La incidencia y prevalencia de la enfermedad en humanos varía geográficamente y 
además se encuentra en constante cambio debido a razones sanitarias, socioeconómicas y 
políticas [127]  
Dado que la distribución geográfica de la brucelosis humana está íntimamente 
relacionada a la distribución de la brucelosis animal, es que algunos países han 
implementado fuertes programas de erradicación de la brucelosis bovina causada por B. 
abortus disminuyendo, como consecuencia, radicalmente la incidencia en los últimos años. 
Actualmente solo unos pocos países han sido declarados libres de la enfermedad en 
animales, lo cual es determinante para la presencia de la enfermedad en humanos. Entre 
ellos se encuentran Francia, el Reino Unido, los países escandinavos, los Países Bajos, 
Bélgica, Austria, Suiza, Canadá, Japón, Australia y Nueva Zelanda. Sin embargo, la 
vigilancia en estos países debe ser continua, ya que por ejemplo se reportaron dos brotes 
de brucelosis bovina en Francia en 2012 [128]. 
En América del Norte, el programa Nacional de erradicación de brucelosis bovina 
empleado en Estados Unidos reflejó un descenso de 6321 casos en 1947 a 100 casos para 
el año 2001 [128]. Otro es el panorama en Países del Mediterráneo, Asia Central, India, 
Norte y Este de África que aún en la actualidad no pueden ser considerados libres de 
brucelosis. La enfermedad inicialmente fue descripta en Malta, donde aún hoy se 
encuentran casos esporádicos de la enfermedad. Grecia, Turquía y Siria se encuentran 
entre los países con mayor incidencia anual y en otros países del Medio Oriente y África 
sub-sahariana la incidencia se encuentra en constante aumento. La enfermedad aún es 
considerada endémica en Egipto, Irak y Afganistán aunque las estadísticas oficiales en los 
dos últimos países estén subvaloradas y los esfuerzos para controlarla sean ineficaces; en 
parte por la guerra y la escasez de recursos. En el último tiempo han emergido dos grandes 
focos hiperendémicos en países de Asia Central y países de la península Balcánica. 
Armenia, Azerbaiyán, Georgia, Kirguistán, Uzbekistán, Tayikistán, Turkmenistán y Mongolia 
se encuentran actualmente dentro de los 25 países con mayor incidencia a nivel mundial. La 
enfermedad se ha esparcido en esta región y ha llegado a países previamente libres de 
brucelosis como Bulgaria. Sin embargo, el principal foco de la enfermedad se encuentra en 
Albania y Macedonia. Además nuevos focos de brucelosis son continuamente reportados, 
aún en los lugares menos pensados como por ejemplo Corea del Sur [129, 130]. 
 INTRODUCCIÓN GENERAL 
26 
 
Dentro de América Central y América Latina, México es considerado uno de los 
reservorios más importantes de brucelosis humana [1]. Conjuntamente con Perú continúan 
reportando una cantidad considerable de casos anualmente. En Chile, la Décima Región de 
Los Lagos, principal zona productora de leche, tiene la mayor concentración de ganado 
infectado [131]. 
Cabe destacar que la enfermedad está sub-reportada y los números oficiales 
constituyen sólo una fracción de la verdadera incidencia de la enfermedad. Las razones de 
esto se asocian a la dificultad en el diagnóstico de la enfermedad. Como consecuencia, la 
incidencia real de la brucelosis es desconocida [127].  
En nuestro país, un estudio realizado en 2014 sobre la brucelosis bovina reveló una 
prevalencia en animales del 0,8% y una prevalencia de predios del 12,35% para la zona de 
mayor producción bovina (Buenos Aires, Santa Fe, Córdoba, Entre Ríos, Corrientes, La 
Pampa, San Luis, parte de Formosa, Santiago del Estero y Chaco) [3]. La brucelosis por B. 
melitensis bv.1 es altamente endémica en la región del Chaco salteño, Catamarca y en las 
regiones centro y oeste de la provincia de Formosa.  
La continua presencia de la enfermedad en animales constituye un foco de peligro 
constante para la población. En nuestro país los casos de brucelosis en humanos deben ser 
notificados y el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica (SINAVE) de la Dirección de 
Epidemiología del Ministerio de Salud de la Nación informa semanalmente los casos 
detectados por provincia y regiones sanitarias. El mayor pico de la enfermedad fue 
registrado en el año 1997 con 687 casos, a partir de ese punto la incidencia comenzó a 
descender hasta llegar en 2005 a los 300 casos por año en todo el país [132]. En los años 
subsiguientes el número de casos reportados fue variable pero continuó con la misma 
tendencia decreciente. A pesar de estos datos, nuevamente se debe reforzar el concepto de 
que las estadísticas oficiales no reflejan el número real de personas infectadas. Se estima 
que la verdadera incidencia de la enfermedad sería de 10 a 25 veces más alta que la 
indicada [132]. En este contexto, los esfuerzos para el control de la enfermedad deben ser 
constantes. 
Diagnóstico y tratamiento 
El amplio espectro de manifestaciones clínicas que puede presentar la brucelosis 
humana y que los síntomas característicos de la enfermedad en la primera etapa no sean 
patognomónicos, hacen que su diagnóstico sea difícil [40]. Se debe realizar una evaluación 
integral donde el médico pueda interrogar sobre posible contacto con animales infectados y 
de esta manera le permita pensar en la posibilidad de brucelosis. Además de considerar la 
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historia clínica, debe realizarse un estudio bacteriológico complementado con la detección 
de Acs específicos contra Brucella en sangre por seroaglutinación. El diagnóstico de certeza 
se establece aislando al microorganismo a partir de cultivos de sangre, médula ósea u otros 
tejidos. Sin embargo, las dificultades propias de la implementación del aislamiento de 
Brucella a partir de los distintos tejidos hacen que los métodos serológicos indirectos sean el 
recurso diagnóstico más utilizado, aun cuando estos últimos sólo aporten un diagnóstico 
presuntivo.  
También se puede utilizar el diagnóstico por PCR (del inglés ¨Polymerase Chain 
Reaction¨) la cual es altamente específica e incluso sirve para distinguir entre las diferentes 
especies de Brucella, pero su costo hace que la seroaglutinación siga siendo la técnica 
predilecta.  
En las formas agudas de la enfermedad, la administración precoz y prolongada de 
una apropiada combinación de antibióticos provoca la remisión del cuadro clínico en al 
menos el 90% de los pacientes. El tratamiento recomendado por la Organización Mundial de 
la Salud para la brucelosis aguda en adultos contempla 2 opciones: ambas incluyen la 
administración de doxiciclina (200 mg/día) durante 6 semanas, combinada con 
estreptomicina (750 mg/día) durante 2 a 3 semanas o combinada con rifampicina (600-900 
mg/día) durante 6 semanas. Si la enfermedad es diagnosticada tempranamente y se trata en 
forma adecuada tiene, en general, una evolución favorable. 
Hasta el momento, no existen vacunas para humanos que puedan prevenir la 
infección, por eso, el énfasis debe estar en lograr un efectivo control sanitario de los 
animales para prevenir y tratar la zoonosis. En la actualidad, la vacunación animal se realiza 
con cepas vivas atenuadas. Dos cepas vacunales lisas: B. abortus cepa 19 (S19) para el 
ganado vacuno y B. melitensis REV-1 para pequeños rumiantes, y una cepa atenuada 
rugosa: B. abortus RB51 para el ganado vacuno [133]. 
En Argentina la brucelosis humana es una enfermedad que persiste en las regiones 
donde la infección animal no está controlada [2]. Es por eso que la estrategia de los 
procedimientos biológico-sanitario de los programas de lucha contra la brucelosis bovina se 
basan principalmente en: 1) estudios de la prevalencia. (diagnóstico de situación); 2) 
vacunación (disminución de la susceptibilidad); 3) eliminación de animales enfermos 
(reducción de la oferta brucélica); 4) pesquisa sanitaria (detección de animales 
reaccionantes y los rodeos de donde provienen); 5) cuarentena de los rodeos infectados en 
la etapa erradicativa (se evita el contagio de rodeos sanos) [3]. Además de los programas de 
saneamiento del ganado, existen otras medidas importantes de prevención a considerar, 
como ser: educación para la salud en áreas endémicas, medidas de higiene y seguridad en 
el trabajo y control sanitario en las fronteras. 
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Vías de transmisión  
La principal fuente de infección para los humanos la constituyen los animales 
infectados que excretan gran cantidad de bacterias junto con los tejidos y productos de 
abortos, en la leche y, en menor medida, en las secreciones genitales. Es por eso, que la 
susceptibilidad a adquirir la enfermedad está íntimamente ligada al contacto directo con 
fetos abortados o placentas de hembras infectadas; por el contacto con aerosoles como así 
también por consumo de alimentos contaminados provenientes de animales infectados 
[134]. Como mencionamos anteriormente, las bacterias del género Brucella pueden acceder 
al organismo a través de las mucosas de las vías conjuntival, respiratoria y digestiva, 
aunque también puede ingresar por abrasiones en la piel [132, 135]. Debido a su potencial 
epidémico, la ausencia de una vacuna humana, y la eficiencia de la infección por aerosoles, 
Brucella es clasificada como un patógeno de nivel de bioseguridad 3 y es considerado un 
potencial agente bioterrorista [136]. En el hombre se pueden distinguir 2 tipos de patrones 
epidemiológicos: un patrón urbano-alimentario, en el cual se relaciona la infección de 
humanos al consumo de leche no pasteurizada y sus derivados. El consumo de carne no es 
una fuente importante de contaminación, dado que la carga bacteriana en los tejidos 
musculares de los animales es baja, pero se han reportado casos de infección asociados al 
consumo de bazo e hígado poco cocidos [137]. El segundo patrón, rural-laboral, incumbe a 
peones de campo, veterinarios o personal de laboratorio que pueden adquirir la enfermedad 
por contacto con ganado infectado o por contacto con muestras contaminadas [132, 135, 
138, 139]. La inoculación accidental, del personal de campo, por las cepas vacunales causa 
patología dado que, aún atenuadas son consideradas potencialmente patogénicas [140, 
141] (Tabla 2). En países en los cuales la infección por Brucella es endémica en la población 
animal, la infección por Brucella en humanos es frecuente. Sin embargo, la transmisión 
persona a persona es extremadamente inusual [142]. 




El cuadro clínico y la evolución de la infección varían en función de la especie animal 
afectada. Tal es el caso de B. abortus que afecta primordialmente aparato genitourinario. 
Las bacterias de esta especie afectan principalmente ganado vacuno, teniendo preferencia 
por el endometrio grávido y la placenta fetal. La principal manifestación clínica de la 
infección aguda en los animales es el aborto durante el último tercio de la gestación o el 
nacimiento de animales prematuros poco viables. Se estima que entre el 40 y el 50% de las 
vacas afectadas tienen obstaculizadas su capacidad reproductora, como resultado de la 
enfermedad [143]. Las mamas y los ganglios linfáticos asociados también pueden infectarse 
y los microorganismos pueden aparecer en la leche [3]. La enfermedad es generalmente 
asintomática en las hembras no preñadas. En bovinos machos provoca alteraciones 
testiculares y una disminución de la fertilidad, acompañadas algunas veces por abscesos en 
testículos y epidídimo [143]. 
En humanos, el período de incubación puede variar de acuerdo a la virulencia de la 
especie infectiva, la vía de infección y la dosis infectante. En aquellas vías donde la carga 
Tabla 2. Vías de infección de Brucella en humanos. 










Tejidos animales o personas 
infectadas o sus productos como 
ganglios, sangre, orina, semen, 
secreciones vaginales, fetos 
abortados y placentas.
Trabajadores de la industria 
de la carne, veterinarios, 
peones de campo, personal de 





Alimentos no pasteurizados de 
origen animal como leche y sus 




Aerosoles en laboratorios con 
muestras contaminadas, vacunas 
vivas, aerosoles en lugares 
contaminados como establos, 
mataderos, salas de recepción de 
leche, lanas, etc.
Personal de laboratorio, 
trabajadores de la lana, 






Vacunas vivas, material biológico 
contaminado
Personal de laboratorio, 
veterinarios.
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bacteriana infectiva que produce patología puede ser pequeña, como es el caso de la vía 
inhalatoria, el tiempo de desarrollo de la enfermedad será menor. Teniendo en cuenta los 
distintos factores que pueden influenciar el desarrollo de la enfermedad, es que el período 
de incubación puede variar entre 1 y 3 semanas, aunque la sintomatología puede aparecer 
hasta varios meses después. De acuerdo al tiempo de evolución de los síntomas, Young 
clasificó a la brucelosis arbitrariamente bajo 3 estadios: aguda, subaguda y crónica. Se 
considera fase aguda a los primeros 3 meses de la enfermedad, subaguda cuando el 
proceso infeccioso conlleva un período de entre 3 meses y 1 año, y crónica cuando la 
evolución del proceso infeccioso continua por más de un año [144]. 
La capacidad de Brucella a persistir y sobrevivir intracelular favorece a la cronicidad 
de la enfermedad. Es interesante notar que la virulencia y la tendencia a la cronicidad varían 
entre especies de Brucella, siendo B. abortus y B. suis las de mayor tendencia a la 
cronicidad. Por el contrario, B. melitensis produce las infecciones más agudas y severas, 
tanto en humanos como en animales [145].  
La patología posee un índice de baja mortalidad, pero puede dejar secuelas 
incapacitantes de diversa magnitud. Aunque muchos pacientes pueden cursar la 
enfermedad de manera asintomática, la mayoría presenta sintomatología variable. El 
principal síntoma es la fiebre continua, intermitente o irregular, de duración variable de entre 
10 y 30 días. La fiebre no tiene un patrón característico que pueda diferenciarla de la fiebre 
causada por alguna otra patología. Otros síntomas importantes son: cefalea, escalofríos, 
fatiga, diaforesis (sudoraciones nocturnas con olor característico), mialgias (dolores 
musculares), artralgia (dolores articulares), disuria (dificultad para orinar), pérdida de peso, 
anorexia y malestar generalizado [134].  
Los signos clínicos que puede percibir el médico en el examen físico de los pacientes 
incluyen hepatomegalia (agrandamiento del hígado) y/o esplenomegalia (agrandamiento del 
bazo); leucopenia moderada y una relativa linfocitosis y leve anemia con trombocitopenia en 
el recuento celular en sangre [40, 134]. 
La brucelosis humana puede presentar complicaciones que involucran diversos 
órganos; lo que lleva a que la enfermedad presente manifestaciones focalizadas como 
una de sus características clínicas más relevantes. Todas las posibles 
manifestaciones focalizadas comparten la característica distintiva de la enfermedad, 
que es la presencia de un proceso inflamatorio. Esta particularidad, junto con la 
detección de bacterias en los tejidos inflamados, sugiere que Brucella estimula una robusta 
respuesta inflamatoria en los sitios en que se localiza [80]. 
La complicación osteoarticular es la presentación más frecuente de las formas 
focalizadas de la enfermedad, la cual puede afectar articulaciones periféricas, articulaciones 
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sacroilíacas o la columna vertebral. Los signos clínicos inflamatorios de esta manifestación 
son artritis, espondilitis (inflamación de las vértebras), sacroileítis u osteomielitis [146-148]. 
El segundo sitio de focalización más común es el sistema genitourinario, donde se puede 
presentar en el hombre como orquitis o epididimitis. La infección adquirida durante el 
embarazo constituye un riesgo de aborto espontáneo, mayoritariamente en el primer y 
segundo trimestre de embarazo, aunque la incidencia del mismo en humanos es muy baja 
[149]. En el hígado, la infección con Brucella induce lesiones hepáticas que pueden ser tanto 
granulomatosas como no granulomatosas. Histológicamente, los granulomas muestran 
necrosis central, un infiltrado de células polimórficas y fibrosis periférica [150].  
Brucella también tiene la capacidad de afectar sistema nervioso (SN) y presentar 
signos inflamatorios como encefalitis y meningitis. Esta forma focalizada de la enfermedad 
se denomina neurobrucelosis. La pérdida del sueño, dolores de cabeza, confusión, sordera 
son algunos de los síntomas descriptos en pacientes que padecían meningoencefalitis por 
infección con Brucella [134]. El examen del líquido cefalorraquídeo (LCR) en la meningitis 
ocasionada por Brucella generalmente revela un elevado contenido de proteínas y células 
inmunes como linfocitos y neutrófilos [151, 152]. Las biopsias quirúrgicas del cerebro o 
meninges y el examen postmórtem del tejido nervioso evidencian infiltrado linfocítico 
perivascular y formación de granulomas.  




 La neurobrucelosis es la manifestación focalizada más dañina e invalidante de la 
brucelosis y, si bien es considerada una complicación rara, puede alcanzar una incidencia 
de hasta el 30%. Fue descripta por primera vez por Hughes en 1897 quien logró aislar a la 
bacteria a partir del tejido cerebral de un caso mortal [134].  
 La mayoría de los casos de neurobrucelosis están descriptos en individuos 
infectados por B. melitensis, pero también se han descrito casos relacionados con la 
infección por B. suis y B. abortus [153, 154]. Se observó, incluso, un caso de 
meningoencefalitis, con aislamiento de la bacteria a partir de LCR, por inoculación accidental 
con la cepa vacunal B. abortus S19 [141]. Como mencionamos anteriormente, las especies 
marinas (B. pinnipidialis y B. ceti) tiene la capacidad de infectar sistema nervioso central 
(SNC), debido a que se identificaron ambas cepas en 2 pacientes que presentaban 
granulomas intracerebrales [6, 18]. Hasta el momento no queda claro si la mayor proporción 
de neurobrucelosis debido a B. melitensis se debe a características intrínsecas de la especie 
(un tropismo especial hacia el SN respecto de otras especies de Brucella) o a factores 
epidemiológicos como la forma de transmisión [155]. 
Diagnóstico diferencial y tratamiento 
 La localización de Brucella en el SNC puede conducir a secuelas permanentes si el 
diagnóstico y el tratamiento es retardado [134], por lo tanto un diagnóstico precoz es 
fundamental en el desarrollo y evolución de la patología. El diagnóstico de la 
neurobrucelosis debe basarse en datos clínicos, epidemiológicos, de imágenes y de 
laboratorio. Más aún, en zonas endémicas, se debe sospechar de neurobrucelosis en 
cualquier paciente con un síndrome neurológico sin explicación [156]. Si bien la historia de 
una probable fuente de infección es fundamental para el diagnóstico de la brucelosis, 
algunos autores han reportado casos de neurobrucelosis en donde los datos 
epidemiológicos no fueron de ayuda [151]. 
El diagnóstico de certeza se realiza por el aislamiento de la bacteria a partir del LCR. 
Sin embargo, el aislamiento positivo es muy difícil (debido a limitaciones de la técnica) y solo 
es exitoso en un 20% de los casos [157]. Por lo tanto se utilizan diferentes técnicas 
[aglutinaciones, fijación del complemento, ELISA y ensayo de polarización fluorescente 
(FPA)] para detectar Acs específicos en el LCR. Estas pruebas, junto con la tomografía 
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computada (TC) y la resonancia magnética nuclear (RMN), son herramientas indispensables 
para el diagnóstico, el tratamiento y el seguimiento clínico de la neurobrucelosis [156]. 
 La elección del tratamiento adecuado de la neurobrucelosis con antibióticos debe 
contemplar ciertas características como la capacidad de los mismos de atravesar la barrera 
hematoencefálica (BHE) y mantenerse a concentraciones adecuadas en el LCR, además de 
los requisitos generales de acción contra Brucella: que tengan penetración y actividad 
intracelular. Para el tratamiento de esta afección se utiliza, principalmente, la combinación 
de 3 drogas: doxicilina combinada con rifampicina y gentamicina [40]. Se desaconseja el uso 
de estreptomicina, dado que tiene baja capacidad de penetrar dentro del LCR y debido a su 
potencial neurotóxico [158]. El uso de corticoesteroides en etapas tempranas de la 
meningoencefalitis suele ser beneficioso [158]. El tratamiento es por lo general eficaz con 
los antibioticos disponibles, aunque de vez en cuando los pacientes desarrollan síntomas 
persistentes o recurrentes [155].  
Manifestaciones clínicas 
Brucella tiene la capacidad de infectar tanto SNC como sistema nervioso periférico 
(SNP) y, en función de esto, la sintomatología que presenta el paciente puede ser diversa. 
La misma puede presentarse de forma aguda y en cualquier etapa posterior de la 
enfermedad, de formas sub aguda y crónica [159]. Se asocia principalmente el estado agudo 
de la neuropatología con la afección del SNC. En este caso, se observan signos 
inflamatorios como meningitis o meningoencefalitis acompañados de síntomas como dolor 
de cabeza, fotofobia, escalofríos, vómitos y pérdida de conciencia, entre otros. Por otro lado, 
la afección del SNP está vinculado a los estadios crónicos de la neuropatología y su 
sintomatología presenta debilitamiento de miembros inferior y decaimiento en la velocidad 
de la respuesta refleja [160]. La examinación clínica puede revelar rigidez nuctal hasta en el 
50% de los pacientes [151]. 
La meningitis es el signo clínico más frecuente en neurobrucelosis presentándose en 
más del 90% los pacientes [161]. Su identificación requerirá del análisis de diversos factores 
clínicos: requiere de la presencia de un foco inflamatorio que involucre a las meninges, 
anormalidades en el LCR y evidencia directa o indirecta de Brucella en el LCR [151, 160, 
162]. Comúnmente, la meningitis, puede estar asociada con encefalitis, meningoencefalitis, 
y/o mielitis. Tanto la encefalitis como la mielitis puede deberse a la acción directa de la 
bacteria en el tejido cerebral y en la médula espinal respectivamente [162]. También, la 
neurobrucelosis puede presentar granulomas brucelares [163] y abscesos intramedulares 
[164]. 
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Todas las manifestaciones neurológicas (meningitis, encefalitis, mielitis, radiculitis y 
neuritis) pueden presentarse con o sin síntomas sistémicos. Hasta un 60% de los pacientes 
pueden presentar síntomas sistémicos, como artralgia, mialgia, astenia y sudoración [151]. 
Además, las manifestaciones neurológicas pueden estar asociadas con otras formas de 
focalización de la brucelosis [151]. 
Las neuropatías periféricas incluyen pérdida de visión por inflamación del nervio 
óptico [162], pérdida de audición [165] y ataxias [166]. El síndrome de Guillain-Barré es una 
polirradiculoneuropatía que se manifiesta como una enfermedad inflamatoria aguda 
desmielinizante y que resulta de la autorreactividad inmune a Ags del SNP. Puede ser 
consecuencia de enfermedades infecciosas (en el 60% de los casos), vacunas, cirugías, o 
enfermedades malignas, y ha sido asociada con brucelosis por algunos autores [167-169]. 
 La neurobrucelosis también puede cursar con síntomas neuropsiquiátricos. Estos 
incluyen irritabilidad, psicosis, amnesia y depresión [144]. Además, pueden presentarse 
alteraciones del estado mental tales como obnubilación, deficiencias neurológicas, cuadros 
epilépticos, alteraciones intelectuales, convulsiones, pérdida del conocimiento y estados de 
coma. 
 Otras manifestaciones patológicas de la neurobrucelosis involucran trastornos 
cerebro-vasculares dentro de los cuales podemos mencionar la hemorragia subaracnoidea y 
la hipertensión intracraneal. También puede presentar ataques isquémicos transitorios que 
pueden resultar en infarto cerebral [170]. Si bien, las complicaciones vasculares solo pueden 
detectarse por angiografía, clínicamente pueden ser sospechadas por la obtención de LCR 
hemorrágico. La TC cerebral puede ser normal o evidenciar infarto cerebral [134, 162]. 
 El examen del LCR en la meningitis provocada por Brucella generalmente revela alto 
contenido proteico (superior a 2 g/l), pleocitosis, la producción de Acs intratecales anti-
Brucella y valores bajos de glucosa [159, 171]. 
Inmunidad innata del SN 
El SNC ha sido comúnmente considerado como un sistema de inmunoprivilegio 
protegido únicamente del microambiente externo por la BHE. Sin embargo, los últimos 
avances en el campo de las neurociencias han demostrado que el SN posee un sistema 
inmune innato especializado que lo convierte en un sistema activo inmunológicamente [172]. 
El desarrollo de las respuestas inmunes involucra diversos tipos celulares que se 
encuentran formando parte tanto del parénquima cerebral, de la periferia como de la 
interface entre ambos: la BHE. Paradójicamente, la activación de la inmunidad innata puede 
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causar un efecto nocivo para las neuronas, células de la glía y la microvasculatura cerebral 
[43, 172]. 
La BHE es una barrera funcional y estructural formada por células endoteliales 
vasculares, astrocitos y pericitos. Si bien, los astrocitos y los pericitos no conforman 
específicamente la BHE, condicionan el microambiente para que las células endoteliales 
adopten un fenotipo cerebral. De esta manera se definen las características distintivas de las 
células endoteliales cerebrales, como ser el desarrollo de uniones intercelulares 
especializadas, una alta resistencia eléctrica transendotelial y bajos niveles de transporte de 
sustancias [173]. Mientras que las células endoteliales interactúan por su lado luminal con 
moléculas bioactivas y células inmunes presentes en la circulación sanguíneas, también 
interaccionan en su lado abluminal con la lámina basal, conformada por proteínas de matriz 
extracelular (MEC), moléculas bioactivas (citoquinas, factores de crecimiento, etc.) y células 
que componen el parénquima cerebral [172].  
Las células de la glía se encuentran en mayor proporción en el SNC y forman parte 
del parénquima cerebral. Dan soporte funcional, estructural y nutricional a las neuronas. 
Dentro de las células de la glía podemos distinguir tres poblaciones celulares: astrocitos, 
microglía y oligodendrocitos [174]. 
Los astrocitos son de origen neuroectodérmico y son esenciales para la homeostasis 
cerebral y las funciones neuronales [175, 176]. No se limitan simplemente a formar parte del 
soporte estructural de las neuronas, como se creía, sino que también están implicados en la 
modulación del microambiente neuronal; secretan factores de crecimiento neuronal; regulan 
la formación de la sinapsis; influencian la transmisión sináptica, limitando la diseminación de 
los neurotransmisores [177, 178]; ocupan el lugar de las neuronas muertas (gliosis de 
reemplazo) [179] e incluso se ha demostrado que los astrocitos de hipocampo tendrían la 
capacidad de regular la neurogénesis estimulando células madres a adoptar perfiles 
neuronales [180]. Adicionalmente, los astrocitos se encuentran en íntima asociación con los 
vasos sanguíneos [181]. Por la influencia de la actividad neuronal, las terminaciones 
astrocitarias secretan mediadores que tienen como fin regular la contracción y dilatación de 
la musculatura lisa ejerciendo efectos sobre el diámetro de los vasos para regular el flujo 
sanguíneo. La ubicación de los astrocitos entorno al endotelio cerebral, promueve una 
estrecha relación con las células endoteliales, cumpliendo funciones tanto en el 
mantenimiento estructural como así también, en el correcto funcionamiento de la BHE [173, 
182-184]. De esta manera, los astrocitos podrían influenciar la permeabilidad de la misma y 
el acceso de las células inmunes al parénquima del SNC [185, 186].  
La microglía, perteneciente al linaje mieloide, es considerada la principal población 
responsable de la inmunidad del SNC, debido a que son los macrófagos residentes en este 
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sistema. Durante la enfermedad proliferan y son activamente fagocíticas, modificando su 
fenotipo y reactividad luego de una injuria o inflamación [187]. Si bien la microglía juega un 
rol crucial en la respuesta inmune innata del SNC [187, 188], los astrocitos también son 
capaces de contribuir al ambiente inflamatorio [175, 176, 189]. Por su parte, la microglía no 
participa en el mantenimiento del fenotipo de la BHE pero si en el mantenimiento de su 
homeostasis [190]. 
Tanto los astrocitos como la microglía son responsables de reconocer y eliminar 
microorganismos patógenos, y detectar señales de daño tisular ante una injuria. Son 
capaces de montar una respuesta rápida y efectiva para controlar la infección hasta que las 
células del sistema inmune adaptativo periférico, macrófagos y linfocitos, son reclutadas. 
Estas células residentes del SNC podrían regular el reclutamiento de células hemáticas 
infiltrantes y de esta manera también influenciar la translocación de microorganismos [191]. 
Ambas poblaciones tienen el potencial para desencadenar mecanismos con el fin de restituir 
la homeostasis del SNC [175, 176, 187]. 
Las tres poblaciones celulares, células endoteliales, astrocitos y microglía, actúan en 
conjunto para mantener el microambiente neuronal regulando el pasaje de iones, moléculas 
y células entre el interior y el exterior del tejido nervioso y protegiendo al mismo de cualquier 
microorganismo y toxina que esté circulando en sangre [192]. 
El rol de los receptores de la inmunidad innata (TLRs y NLRs) en el SNC ha sido 
estudiado principalmente en microglía pero se sabe que astrocitos, células endoteliales e 
incluso neuronas expresan estos mismos receptores [183, 193, 194]. La activación de tales 
receptores resulta en la inducción de vías específicas que tiene como fin promover la 
secreción de citoquinas específicas responsables de resolver la injuria [195]. Tanto los 
astrocitos como la microglía han demostrado responder a señales de infecciones 
bacterianas como LPS, peptidoglicano, o motivos no metilados CpG, tanto in vivo como in 
vitro, con incrementos en la secreción de citoquinas y quemoquinas inflamatorias, 
incluyendo IL-6, IL-1β, TNF-α, MIP-1α (CCL3), MIP-1β (CCL4), MCP-1 (CCL2) [43, 183, 184, 
196-198]. 
Dentro de los mediadores inflamatorios, TNF-α e IL-1β han sido las principales 
citoquinas relacionadas a la activación de la BHE [199]. TNF-α, por su parte, es la 
prototípica citoquina proinflamatoria. Es central en la defensa contra patógenos y en 
procesos inflamatorios pero bajo ciertas circunstancias, también desencadena muerte 
celular y degeneración tisular. Es por eso que la señalización de TNF-α dentro del SNC se 
encuentra entre la dicotomía de los efectos benéficos y los efectos deletéreos [18]. Está 
descripto como mediador responsable de la activación endotelial [200-202] como así 
también de la secreción de metaloproteasa de matriz (MMP)-9 y consecuentemente en el 
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daño tisular [203, 204]. IL-1β afecta principalmente astrocitos y células endoteliales e induce 
la expresión de quemoquinas, citoquinas, MMPs y moléculas de adhesión que ejercen 
efectos nocivos sobre la integridad de la BHE [205]. 
 La estrecha interrelación entre las funciones neuronales y las funciones 
cerebrovasculares es fundamental para el correcto funcionamiento del SNC. Es por esto que 
las neuronas, las células gliales y la células endoteliales se encuentran en proximidad entre 
ellas conformando la unidad neurovascular (UNV) que conlleva a una visión integrada del 
SNC [206]. La importancia de la UNV en el contexto de la inmunidad innata depende de 2 
aspectos: 1) los roles bien establecidos de la microglía y los astrocitos, y los recientemente 
descriptos para las células endoteliales y pericitos en las respuestas inmunes innatas y 2) la 
producción de moléculas bioactivas luego de la inducción de la inmunidad innata en el SNC 
por estas células, dentro de las cuales, varias moléculas pueden modular las funciones de la 
BHE y como consecuencia modular las respuestas inmunológicas del SNC [172]. Los 
mediadores liberados por los astrocitos y la microglía luego del reconocimiento del patógeno 
disparan 2 eventos: 1) activan células vecinas y amplifican la respuesta local iniciando la 
respuesta inmune innata y 2) modifican la permeabilidad de la BHE y atraen células inmunes 
de la circulación dentro del tejido neural, dando comienzo a la respuesta inmune adaptativa.  
Patobiología de la neurobrucelosis 
 El compromiso neurológico generalmente ocurre como resultado de la diseminación 
sanguínea, pero puede ser también secundario a la extensión de un foco de osteítis del 
cráneo [207] o de las vértebras [134]. Sea cual sea la fuente de diseminación de la 
bacteria, la invasión microbiana a través de la BHE es un prerrequisito para acceder al 
SNC. Hasta el momento se desconoce cuál es el mecanismo utilizado por Brucella 
para acceder al SNC. Dado que las bacterias del género Brucella han desarrollado varios 
mecanismos para sobrevivir y persistir dentro de diferentes células, especialmente dentro de 
macrófagos, es que el ingreso al SNC facilitado por fagocitos, mecanismo conocido como 
¨Caballo de Troya¨, sería posible para la entrada de la bacteria al SNC [208, 209]. Además, 
debido a que la bacteria puede invadir células no fagocíticas [41, 208], otro posible 
mecanismo de entrada podría ser a través de la infección de las propias células 
endoteliales. De todas maneras, es claro que una vez que Brucella accede al SNC induce 
una respuesta patológica proinflamatoria. 
Si bien, los estudios dedicados a la patología de la neurobrucelosis son 
escasos, existen evidencias clínicas de alteraciones tisulares en SNC frente a la 
infección con Brucella. Ha sido propuesto que estas lesiones pueden ser producidas 
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por la presencia directa de la bacteria, por la acción de las citoquinas proinflamatorias 
y/o por el efecto dañino de la respuesta inmunopatológica [162]. De todos modos, no se 
han descripto hasta el momento enzimas líticas, toxinas o proteasas producidas por 
Brucella, con lo cual el daño mediado por la acción directa de la bacteria es improbable. 
Las alteraciones tisulares descriptas incluyen diferentes grados de inflamación 
vascular, desde infiltrados crónicos (mononucleares plasmáticas y macrófagos) a agudos 
(PMN); inflamación meníngea difusa; edema cortical y granulomas no caseificantes. Si bien 
existen pocos reportes de casos clínicos en los que se han realizado biopsias cerebrales 
(por la complejidad del procedimiento y por razones éticas), podemos destacar el caso a 
partir del cual se logró aislar por primera vez B. maris [18]. En la biopsia se encontraron 
infiltrados linfocitarios perivasculares y granulomas junto con astrogliosis [18]. En otro caso, 
un paciente que había sido diagnosticado y tratado para brucelosis presentó, 4 meses 
después de finalizado el tratamiento, síntomas que referían al compromiso neurológico 
(pérdida de conocimiento y convulsiones) [210]. Los resultados histopatológicos mostraron 
un infiltrado compuesto por linfocitos y células plasmáticas, indicando un proceso 
inflamatorio crónico no granulomatoso en el tejido cerebral y en las meninges adyacentes. 
Como quedó evidenciado, a pesar de no contar con muchos estudios patológicos, las 
descripciones microscópicas reportaron como signos constantes astrogliosis y microgliosis 
reactiva [18, 211]. La astrocitosis reactiva característicamente incluye un aumento en el 
número y tamaño de células que expresan el marcador específico de la proteína fibrilar 
ácida de la glía (GFAP) (principal componente de los filamentos intermedios de los 
astrocitos) [151] y con frecuencia se supone que es el resultado de la proliferación astroglial 
y migración de astrocitos que expresan GFAP desde las regiones vecinas. Este cambio 
fenotípico es complejo e implica la expresión de muchas moléculas nuevas no detectables 
en la astroglía en reposo. 
Hasta hace algunos años se desconocían los determinantes de patogénesis de esta 
forma de la brucelosis. Sin embargo, el aporte fundamental al conocimiento de la 
neuropatología reside en resultados de nuestro grupo de trabajo, donde se ha demostrado 
que la presencia directa de B. abortus en el cerebro de ratones induce una respuesta 
inflamatoria que lleva a la astrogliosis e infiltración de neutrófilos o PMN en el SNC [43]. 
Además, nuestro grupo ha demostrado, por primera vez, que Brucella tiene la capacidad de 
infectar y multiplicarse tanto dentro de la microglía como de los astrocitos [43]. Si bien estos 
resultados no son sorprendentes para la microglía, considerando la extensa literatura que 
apoya el tropismo de Brucella por los macrófagos [125, 212], la infección de astrocitos por B. 
abortus aportó nueva evidencia a la capacidad de la bacteria de infectar células no 
fagocíticas [43]. Como consecuencia de la infección con B. abortus, estas dos poblaciones 
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residentes del parénquima cerebral secretan citoquinas proinflamatorias (IL-6, TNF-α e IL-
1β) y quemoquinas (MCP-1 y KC). En este trabajo, se logró ahondar en los componentes 
estructurales de la bacteria que son responsables de las respuestas inmunológicas 
desencadenadas en las células gliales. Específicamente, las lipoproteínas de B. abortus, y 
no su LPS, fueron responsables de inducir un aumento en la proliferación celular y la muerte 
celular por apoptosis de los astrocitos. Más aun, se logró vincular a la citoquina TNF-α en la 
apoptosis de astrocitos observada en la patogénesis de esta manifestación focalizada [43]. 
El progreso en el conocimiento de la patobiología de la neurobrucelosis se ve 
obstaculizado por la falta de modelos animales apropiados en los cuales se reproduzcan las 
manifestaciones producidas por la patología en humanos. Sin embargo, recientemente la 
infección por exposición a aerosoles de B. melitensis de macacos permitió mimetizar 
algunas características patológicas observadas en humanos [213] e incluso corroborar la 
presencia de infiltrados leucocitarios y astrogliosis al evaluar la morfología celular de los 
astrocitos [214]. En conjunto estos resultados demostraron que la brucelosis inducida a 
través de aerosoles en los macacos aumenta dramáticamente la activación de los astrocitos 
y que TLR2 es uno de los receptores de la inmunidad innata implicados en esta activación 
[214]. 
La pleocitosis (presencia de leucocitos dentro del LCR) es considerada uno de los 
signos patognomónicos de la neurobrucelosis y conjuntamente con la producción de Acs 
intratecales específicos, sirven de diagnóstico diferencial de la manifestación focalizada en 
SNC [134]. La suma de estas evidencias clínicas a las observaciones histológicas que 
muestran la presencia de infiltrado leucocitario tanto en el parénquima cerebral de los 
pacientes como en el modelo murino desarrollado en nuestro laboratorio [43], son prueba de 
concepto de que la infección del SNC con Brucella sp activa la BHE y modifica su 
integridad. Una marcada elevación de las citoquinas IL-6, IL-8 y MCP-1 en pacientes con 
mielitis seguida a la infección cerebral con B. melitensis [215], que podrían promover el 
infiltrado leucocitario observado en los pacientes, fundamentan la evidencia clínica de que 
la integridad de la BHE se encuentra alterada durante la neurobrucelosis. Si bien, han 
sido bien descriptos los aspectos clínicos y diagnósticos que demuestran la existencia de 
una alteración de la BHE [134, 162, 216, 217], los mecanismos patogénicos implicados 
en la activación de la BHE causada por Brucella sp no han sido investigados a nivel 
celular y molecular. 
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 La hipótesis central que evaluamos en este trabajo es que la inflamación del 
parénquima cerebral causada por B. abortus altera la integridad de la BHE. Postulamos 
que B. abortus, mediante un mecanismo que proponemos dilucidar, atraviesa la BHE y al 
estimular la inmunidad innata del SNC modifica las características del endotelio vascular de 
la BHE, activando las células que lo componen y/o afectando la integridad del mismo. 
Para corroborar esta hipótesis planteamos 2 objetivos: 
1. Dilucidar cuál es el mecanismo utilizado por B. abortus para acceder al SNC. 
2. Evaluar cómo la respuesta inmune desencadenada frente a B. abortus por las 
células de la glía afecta la integridad de la BHE, evaluando que mediadores de 
la inflamación estarían involucrados.  
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Cultivo de bacterias 
 Brucella abortus S2308, B. abortus S2308 expresando proteína verde fluorescente 
(Brucella-GFP)(Cedidas por el Dr. D. Comerci, UNSAM), B. canis, B. melitensis H38, B. suis 
1330, Escherichia coli HB101 y Citrobacter freundii (Cedidas, estas dos últimas, por el Dr. 
Gabriel Gutkind de la Colección de Cultivos Microbianos de la Facultad de Farmacia y 
Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires) fueron crecidas durante 18 hs en 10 ml de 
medio tripteína de soja en agitación constante de 150 rpm a 37°C. Las bacterias se 
centrifugaron por 15 min a 6.000xg a 4°C y fueron lavadas 2 veces en 10 ml de buffer 
fosfato salino (PBS). La concentración bacteriana, a partir de la cual se prepararon los 
inóculos en la concentración final deseada fue estimada comparando la densidad óptica del 
cultivo contra una curva estándar a 600 nm por espectofotometría. Posteriormente, se 
realizaron diluciones seriadas del inóculo con el fin de corroborar la concentración precisa 
por recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en placas de agar tripteína de soja.  
 Para obtener B. abortus muerta por calor (HKBA), luego de 5 lavados de 10 min con 
10 ml PBS, las bacterias fueron calentadas a 70°C durante 20 min, alicuotadas y 
almacenadas a -70°C hasta su uso. La ausencia de viabilidad de B. abortus se corroboró 
mediante la ausencia de crecimiento bacteriano en placas de agar tripteína de soja. Todas 
las manipulaciones de las bacterias viables fueron realizadas en instalaciones con un nivel 
de bioseguridad 3 localizadas en el Instituto de Investigaciones Biomédicas en Retrovirus y 
SIDA (INBIRS), Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, gracias a un convenio 
de colaboración establecido con el Dr. H. Salomón. 
Componentes bacterianos 
 La proteína de membrana externa de B. abortus de 19 kDa lipidada (L-Omp19) así 
como la versión no lipidada (U-Omp19) fueron obtenidas de acuerdo a protocolos ya 
descriptos en nuestro laboratorio [80]. Ambas proteínas recombinantes contienen menos de 
0,25 unidades de endotoxina por µg de proteína según se determinó por el ensayo de 
¨Limulus Amebocyte¨ (Associates of Cape Cod Inc). El LPS de B. abortus S2308 y el LPS de 
E. coli O111 K58H2 fueron cedidos gentilmente por el Dr. I. Moriyón (Universidad de 
Navarra, Pamplona, España). La calidad y pureza de estas preparaciones se encuentran 
descriptas en la literatura [218]. El lipohexapéptido sintético, Pam3Cys (Tripalmitol-S-gliceril-
Cys-Ser-Lys4-OH) fue obtenido de Boehringer Mannheim. 




 Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 deficientes (KO del inglés ¨Knock out¨) para 
la molécula adaptadora Mal/TIRAP, TLR2, TLR4, TLR6, la proteína adaptadora ASC (del 
inglés ¨Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD¨), caspasa-1 (Casp-
1)/11, para el receptor de tipo NOD (NLR) conteniendo dominio pirin 3 (NLRP3) y para AIM2 
(del inglés ¨Absent in melanoma 2¨) descriptos previamente [92, 219-223] y provistos por el 
Dr. S. Oliveira de la Universidad Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Brasil. 
Se utilizaron ratones salvajes (WT del inglés ¨Wild type¨) del mismo background genético 
provistos por la UFMG o por la Universidad Nacional de la Plata (UNLP), Argentina. Se 
utilizaron también ratones WT de la cepa BALB/C provistos por UNLP. Los animales fueron 
alojados en condiciones controladas de temperatura (22°C ± 2°C) y luz artificial bajo ciclos 
de 12 hs. Los ratones fueron mantenidos en un ambiente libre de patógenos regulado por un 
gabinete de presión positiva y fueron provistos de comida estéril y agua ad libitum. Todos los 
procedimientos con animales fueron realizados de acuerdo a las reglas y estándares para el 
uso adecuado de animales de laboratorio y cuentan con la aprobación del comité de ética de 
la UFMG y de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires (Resolución 
número 357/2015). 
Inyecciones estereotáxicas intracraneales 
 Para las inyecciones esterotáxicas se utilizaron animales de entre 6 y 8 semanas de 
edad. Los animales fueron anestesiados con clorhidrato de ketamina (80 mg/kg de peso) y 
xilazina (8 mg/kg de peso) e inyectados en el cuerpo estriado del hemisferio cerebral 
derecho con 1 µl de HKBA (1x106 bacterias). Las coordenadas del cuerpo estriado del 
hemisferio derecho fueron: Bregma +0,6 mm; lateral -1,7 mm y ventral -3,4 mm [224]. La 
inoculación se realizó con una jeringa Hamilton de 10 µl a una velocidad (0,2 µl/ml) 
utilizando una bomba de infusión (Insight). La aguja fue mantenida por 5 min adicionales 
antes de retirarla para evitar el reflujo de la solución. Se inyectó el vehículo de la solución 
(Solución salina) como control en el hemisferio contralateral utilizando el mismo 
procedimiento.  
Histología 
 Los animales fueron anestesiados y sacrificados luego de 24 hs de las cirugías 
esterotáxicas. Los ratones fueron perfundidos transcardiacamente con una solución de 
heparina seguida de paraformaldehido (PFA) 4% frío 0,1 M en PBS con ayuda de una 
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bomba peristáltica (4 ml/min). Se realizó la incisión de la aorta para permitir la circulación de 
la solución por todos los tejidos. Luego de completar las perfusiones, los animales fueron 
decapitados con el fin de extraer los cerebros. Los mismos fueron fijados durante toda la 
noche en PFA 4% y posteriormente transferidos a una solución de sacarosa al 30% en PBS 
hasta su completa saturación. Para preservar el tejido, los cerebros fueron congelados en 
isopentano y luego seccionados en cortes seriados de 30 µm a lo largo de todo el cuerpo 
estriado en un plano coronal en un crióstato para la tinción con violeta de cresilo como ya 
había sido descripto por nuestro grupo [43]. Los infiltrados neutrofílicos fueron determinados 
y expresados como un ¨Score¨ considerando la cantidad de neutrófilos presentes en una 
sección del cuerpo estriado y el número de secciones de cuerpo estriado que presentaron 
infiltrados. 
Cultivo celular 
Células endoteliales de microvasculatura cerebral (HBMEC) 
 Las células endoteliales de microvasculatura cerebral humana (HBMEC, del inglés 
¨Human brain microvascular endothelial cells¨) (Cedida gentilmente por el Dr. Kwang Sik 
Kim, División de enfermedades infecciosas pedriátricas del Hospital Johns Hopkins, 
Baltimore) fueron aisladas a partir de biopsias cerebrales de niños con epilepsia [225]. Estas 
células resultaron positivas para el factor VIII-Rag, anhidrasa carbónica IV (CAIV) y 
aglutinina I Ulex europaeus, como marcadores específicos de células endoteliales humanas. 
Además, son capaces de captar lipoproteína de baja densidad acetilada (AcLDL) y expresar 
γ-glutamil transpeptidasa (GGTP) demostrando por lo tanto propiedades fenotípicas de 
células endoteliales cerebrales humanas [225]. Posteriormente, las HBMEC fueron 
inmortalizadas por transfección con un plásmido conteniendo el antígeno largo T del virus de 
simio (SV40-LT) manteniendo subsecuentemente las características morfológicas y 
funcionales por al menos 30 pasajes [226]. Se caracterizan por ser células polarizadas que 
exhiben resistencia eléctrica transendotelial de al menos 100 ohms/cm2 [227]. Las HBMEC 
fueron cultivadas en medio estándar compuesto por RPMI 1640 suplementado con 25 mM 
de Buffer Hepes, 10% de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor (Life Technologies), 
10% de NuSerum IV (Becton Dickinson), 2 mM de L-glutamina, 1% de aminoácidos no 
esenciales MEM (Life Technologies), 1 mM de piruvato de sodio, solución de vitaminas MEM 
(Life Technologies), 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de streptomicina e incubadas a 37°C 
en una atmósfera de 5% de CO2. Las HBMEC fueron utilizadas, para los diferentes 
experimentos, a una densidad de 200.000 células/ml. 
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Cultivo primario de astrocitos y microglía 
 Se realizaron cultivos mixtos de células del SNC a partir de cerebros de crías de 
ratones de entre 1 y 3 días de edad según procedimientos ya establecidos en el laboratorio 
[43]. Los mismos fueron cultivados en medio estándar compuesto por DMEM con alta 
concentración de glucosa, 10% de SFB inactivado por calor (Natocor), 2 mM de L-glutamina, 
1 mM de piruvato de sodio, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de streptomicina e incubados 
a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2 entre 15 y 20 días [43]. Los cultivos primarios de 
astrocitos y microglía fueron establecidos a partir de los cultivos mixtos por agitación 
diferencial y tripsinización [43] y utilizados a una densidad de 900.000 células/ml. La pureza 
fue mayor al 95% en cada población celular.  
Obtención de monocitos y neutrófilos 
 Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) por 
centrifugación en un gradiente de Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) de sangre humana 
colectada de donantes voluntarios adultos sanos del Servicio de Hemoterapia del Hospital 
de Clínicas. Se obtuvo el consentimiento por escrito de todos los pacientes y los 
procedimientos de las muestras se encontraron bajo el aval del comité de ética del INIGEM. 
Los monocitos fueron posteriormente purificados a partir de la centrifugación de los PBMCs 
en un gradiente de Percoll (GE Healthcare) y resuspendidos en medio estándar (2,5x106 
células/ml) considerando protocolos ya realizados en el laboratorio [122]. La pureza de los 
monocitos aislados, positivos para el marcador CD14+, fue mayor al 80% según se 
determinó por citometría de flujo.  
 Los neutrófilos fueron purificados a partir de sangre periférica de donantes sanos por 
centrifugación en gradiente de Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare), seguido de una 
sedimentación con Dextran al 6% y una lisis hipotónica para eliminar los eritrocitos 
contaminantes como ya fue descripto [66]. La pureza final de la preparación de neutrófilos 
fue mayor al 90% de acuerdo a sus características morfológicas analizada por citometría de 
flujo. 
Infección 
 Los distintos tipos celulares fueron cultivados en el medio específico de cada tipo 
celular con todos los suplementos nutritivos pero sin el agregado de antibiótico ni SFB. Se 
realizó la infección a las multiplicidades de infección (MOIs, UFC bacterianas/célula) 
indicadas en cada figura durante 2 hs (para células no fagocíticas, HBMEC y astrocitos) o 1 
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h (para células fagocíticas profesionales, microglía y monocitos). Transcurrido el tiempo de 
incubación las células fueron lavadas con PBS, con el fin de remover las bacterias no 
internalizadas, y mantenidas o no en presencia de 100 µg/ml de gentamicina y 50 µg/ml de 
estreptomicina. Posteriormente, se realizó el procesamiento de los cultivos: 1) lisados 
celulares con 0,1% (V/V) de tritón X-100 (Sigma-Aldrich) en H2O para recuento de UFC/ml; 
2) recolección de sobrenadantes de infección de 24 hs que, luego de ser filtrados en un filtro 
de nitrocelulosa de 0,22 µm de poro, son utilizados para estimulación otro tipo celular; 3) 
recolección de sobrenadantes para la medición de mediadores solubles por 
zimografía/ELISA (citoquinas, quemoquinas y MMP) y/o 4) la utilización de las células para 
protocolos de citometría/microscopía. 
Inhibidores de la internalización bacteriana 
 Se utilizaron los siguientes inhibidores: citocalasina D, colchicina, ciclohexamida y 
monensina (Sigma-Aldrich) en las concentraciones indicadas. Los mismos fueron 
adicionados previamente al procedimiento de infección (1 h antes a 37°C) y mantenidos 
durante todo el período de infección. Luego del cultivo se realizaron lisados celulares de las 
HBMEC con 0,1% (V/V) de tritón X-100 (Sigma) en H2O para cuantificar las UFC/ml. Debido 
a que la citocalasina D se solubilizó en DMSO y la Monensina en Etanol, las HBMEC fueron 
pre-tratadas con ambos vehículos de disolución. Ninguno de los inhibidores a las 
concentraciones usadas tuvo efecto sobre la viabilidad de las células HBMEC como se 
determinó por ensayos de exclusión con azul de tripán. 
Estimulación celular 
 En el segundo capítulo las HBMEC fueron estimuladas con sobrenadantes de 
infección de 24 hs de células gliales (astrocitos y microglía) provenientes de ratones WT a 
las diluciones indicadas. En los experimentos empleando sobrenadantes de infección de 
células gliales provenientes de ratones KO, se utilizó una dilución 1/5. Para aquellos 
experimentos en los cuales los sobrenadantes fueron tratados o no con Ac neutralizantes 
(ver neutralización de citoquinas) la dilución utilizada fue 1/5. La citoquina recombinante 
TNF-α (5 ng/ml) (Millipore) y la citoquina recombinante de IL- 1β (500 pg/ml) (Millipore) 
fueron utilizadas como control. 
En el tercer capítulo, los cultivos de astrocitos fueron estimulados durante 48 hs con 
LPS de B. abortus (1.000 ng/ml), HKBA (entre 1x106 y 1x109 bacterias/ml), U-Omp19 (1.000 
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ng/ml), L-Omp19 (entre 10 y 1.000 ng/ml), Pam3Cys (25 ng/ml), forbol miristato acetato 
(PMA) (50 ng/ml) (Sigma-Aldrich) y TNF-α (5 ng/ml). 
Luego de transcurrido el tiempo de estimulación se realizaron los siguientes 
procedimientos: 1) recolección de sobrenadantes para la medición de mediadores solubles 
por zimografía/ELISA (citoquinas, quemoquinas y MMP) y/o 2) la utilización de las células 
para protocolos de citometría. 
Neutralización de citoquinas 
 Los experimentos de neutralización fueron realizados utilizando 20 µg/ml de Ac 
neutralizante anti-TNF-α (Clon MP6-XT3, BD Pharmigen) o 30 µg/ml de Ac neutralizante 
anti-IL-1β (Clon B122, eBioscience) y sus controles de isotipo correspondientes utilizados en 
las mismas concentraciones. En el capítulo II, los sobrenadantes de cultivos de células 
gliales infectadas con B. abortus fueron pre-incubados con los Ac neutralizantes o sus 
respectivos controles de isotipo durante 1 h a 37°C previamente a ser utilizados para 
estimular a las HBMEC. En el Capítulo III, el Ac neutralizante anti-TNF-α fue adicionado a 
los cultivos primarios de astrocitos previamente a ser infectados con B. abortus.  
Modelo in vitro de BHE 
 Se estableció una monocapa polarizada de HBMEC a partir de 2x104 células en un 
sistema de ¨transwell insert¨ (Corning Costar) de 6,5 mm de diámetro de insert y un tamaño 
de poro de 0,3 µm previamente tratado durante 20 min con una solución de colágeno (BD 
Bioscience) en ácido acético (50 mg/ml en solución 1% de ácido acético) y neutralizado en 
campana de amonio. Luego de 24 hs en el medio estándar de las HBMEC, el mismo fue 
reemplazado por el mismo medio pero sin el agregado del suplemento de NuSerum y 
mantenido durante 4 días adicionales en cultivo, momento en el cual se alcanzó la 
confluencia celular y se realizaron los experimentos correspondientes. Como se muestra en 
la figura, este sistema de filtros permeables permite establecer un compartimiento 
apical/luminal ubicado por encima del ¨insert¨ y un compartimiento basolateral/abluminal por 
debajo del ¨insert¨.  
Compartimiento apical/luminal
Compartimiento basolateral/abluminal
Monocapa polarizada sobre membrana permeable
 Transwell insert 
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Ensayos de transmigración bacteriana 
 Se adicionó en el compartimiento apical de las monocapas de HBMEC B. abortus, 
Escherichia coli HB101 o Citrobacter freundii (1x108 bacterias) y, a los tiempos indicados, se 
realizó en el compartimiento basolateral el recuento de UFC/ml de las bacterias. 
Alternativamente, se adicionaron en el compartimiento apical 1x105 monocitos infectados o 
no con Brucella a MOI 100. Luego de un período de incubación de 4 hs, a 37°C en 5% de 
CO2, se cuantificó la cantidad de monocitos que trasmigraron y las UFC a partir de los 
lisados celulares. Conjuntamente se adicionó la enzima peroxidasa (HRP de inglés 
¨horseradish peroxidase) (1/500) al compartimento apical y la incapacidad de la misma para 
difundir libremente entre el compartimiento apical y basolateral fue utilizado como un control 
de integridad de la monocapa.  
Ensayos de transmigración de monocitos y neutrófilos 
 Monocapas de HBMEC fueron incubadas con sobrenadantes de cultivo de astrocitos 
WT o KO infectados o no con B. abortus 24 hs antes del agregado de monocitos o 
neutrófilos (1x105 células) al compartimiento superior. En los experimentos indicados, el 
sobrenadante de infección utilizado para estimular la monocapa fue previamente incubado 
con un Ac neutralizante anti-IL-1β o su control de isotipo como ya fue descripto en 
neutralización de citoquinas. La citoquina recombinante de IL- 1β (500 pg/ml) fue utilizada 
como control. Alternativamente, las monocapas de HBMEC fueron infectadas con B. abortus 
(MOI 100) previamente a la adición de monocitos o neutrófilos en el compartimiento apical o 
luminal. Las placas fueron incubadas durante 3 hs a 37°C en 5% de CO2 para 
posteriormente contar, en el compartimiento basolateral o abluminal, el número de células 
que transmigraron a través de la monocapa de HBMEC. 
Determinación de la concentración de mediadores solubles por ELISA 
Determinación de citoquinas y quemoquinas 
 La secreción de las citoquinas humanas (h) TNF-α, hIL-1β e hIL-6 y las quemoquinas 
hIL-8 y hMCP-1 fue medida en los sobrenadantes de cultivo de las HBMEC infectadas con 
B. abortus o estimuladas con sobrenadantes de infección de células gliales (astrocitos y 
microglía) infectadas con B. abortus. La secreción de las citoquinas murinas (m) TNF-α y 
mIL-1β fue medido en el sobrenadante de infección de las células gliales infectadas con B. 
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abortus que fueron utilizadas para estimular las HBMEC. En el capítulo III también se evaluó 
la secreción de mTNF-α en cultivo de astrocitos estimulados con HKBA o componentes 
bacterianos con tratamientos de inhibidores farmacológicos de las MAPKs. La cuantificación 
de las citoquinas y quemoquinas se realizó por la técnica de ELISA sándwich, usando Acs 
monoclonales específicos según instrucciones del fabricante (BD Pharmigen). 
Determinación de los niveles de MMP-9 
 La secreción de MMP-9 en el sobrenadante de cultivo de astrocitos, evaluados a lo 
largo del capítulo III, fue cuantificada mediante ELISA de Sándwich utilizando Acs 
monoclonales según instrucciones del fabricante (R&D Systems). 
Determinación de la actividad gelatinasa por Zimografía 
 La actividad gelatinasa fue evaluada por el método de Hibbs [228], el cuál fue 
estandarizado por otros [229-231]. Veinte µl de sobrenadante de infección de astrocitos, 20 
µl de sobrenadante de cultivo proveniente de la estimulación de astrocitos con los diferentes 
componentes bacterianos o 20 µl de LCR de pacientes con neurobrucelosis, tratados o no 
con Ac neutralizantes o con inhibidores de las MAPK, se mezclaron con 5µl de buffer de 
siembra 5X [0,25 M Tris (pH 6,8), 50% de glicerol, 5% de dodecil sulfato de sodio (SDS), y 
azul de bromofenol]. Los diferentes sobrenadantes con buffer de siembra fueron sembrados 
en un gel de SDS-PAGE al 10% conteniendo 1 mg/ml de gelatina (Sigma-Aldrich). Luego de 
la electroforesis, los geles fueron lavados con 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) - 2,5% de Tritón X-
100 (buffer A) por 30 min y luego con el mismo buffer A pero con el agregado de 5 mM de 
CaCl2 y 1 µM de ZnCl2 por otros 30 min. Posteriormente fueron mantenidos durante 48 hs a 
37°C en buffer A con el agregado de 10 mM CaCl2 y 200 mM NaCl. Este paso de 
desnaturalización/renaturalización promueve la actividad de MMP sin el clivaje proteolítico 
de la pro-MMPs. La actividad gelatinolítica fue visualizada mediante la tinción de los geles 
con azul de Coomassie. Las bandas sin teñir indicaron la presencia de actividad 
gelatinolítica, y su posición determinó el peso molecular de las enzimas involucradas. La 
identidad de la MMP candidata fue confirmada mediante un ensayo de ELISA mencionado 
anteriormente. 
Determinación de la actividad gelatinolítica neta en condiciones nativas 
 La actividad gelatinolítica en condiciones nativas de los sobrenadantes de cultivo de 
astrocitos, evaluada a lo largo del capítulo III, fue medida mediante el kit EnzChek 
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gelatinasa/colagenasa (Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. El kit contiene 
gelatina DQ, una gelatina conjugada a altas concentraciones de fluoresceína impidiendo la 
capacidad de emitir señales de fluorescencia. Cuando el sustrato es digerido por gelatinasas 
o colagenasas da como resultado la aparición de péptidos fluorescentes, siendo el 
incremento de la fluorescencia proporcional a la actividad proteolítica. La colagenasa 
purificada de Clostridium histolyticum que provee el kit, sirvió como una enzima control. La 
intensidad de la fluorescencia fue medida en un lector de fluorescencia Victor3 ® (Perkin-
Elmer). 
Determinación de la expresión de la molécula de adhesión CD54 por citometría 
de flujo 
 Las HBMEC infectadas con B. abortus o estimuladas con sobrenadante de cultivo de 
células gliales infectadas con la bacteria fueron lavadas con PBS e incubadas con un Ac 
anti-CD54 (ICAM-1) humano conjugado a ficoeritrina (PE) (Clone HA58) o su control de 
isotipo (BD Pharmigen). Las células marcadas fueron analizadas en un citómetro de flujo 
FACSCalibur (BD Bioscience) y los datos fueron procesados utilizando el programa 
CellQuest (BD Bioscience). Los resultados fueron expresados como intensidad de 
fluorescencia media (IFM) según se indica en cada experimento.  
Microscopía 
 Para el análisis de la localización subcelular de B. abortus, las HBMEC (105 células 
sembradas en cubreobjetos circulares de 12 mm de diámetro) fueron infectadas con 
Brucella-GFP a MOI 100 por 24 hs. Luego las células fueron fijadas con PFA 4% durante 1 
h, permeabilizadas/bloqueadas con buffer saponina 0,1% en PBS con SFB durante 30 min. 
Posteriormente, los compartimientos subcelulares fueron detectados mediante Acs primarios 
específicos para RE anti-calnexina (Clon 37) (1/20) y endosomas tardíos/lisosomas anti-
human CD107b (LAMP-2) (Clon H4B4) (1/50) (BD Pharmingen) seguidos de un Ac 
secundario anti-IgG de ratón conjugado a Alexa-546 (rojo) (1/300 y 1/200 respectivamente) 
(Life Technologies).  
 Para los experimentos de infección de células adyacentes, los astrocitos fueron 
sembrados a una densidad de 5x104 células/cubreobjetos y luego co-cultivados durante 24 y 
48 hs con 2x104 monocitos infectados con Brucella-GFP a MOI 100. Los co-cultivos fueron 
fijados con PFA 4%, permeabilizados con 0.125% Tritón X-100 y bloqueados con 5% de 
SFB. Posteriormente, los astrocitos fueron detectados utilizando un Ac anti-GFAP (marcador 
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específico para astrocitos) revelado con un Ac secundario anti-IgG de ratón conjugado a 
Alexa-546 (Rojo) para determinar en qué tipo celular se encuentra presente Brucella-GFP. 
En ambos experimentos, los cubreobjetos fueron incubados con una solución de 
TOPRO-3 ® (Invitrogen) (1/1000) durante 5 min con el fin de visualizar del núcleo celular y 
luego montados con PolyMount (Polysciences) sobre un portaobjetos. Para la adquisición se 
utilizó un microscopio confocal FV-1000 con un objetivo de inmersión en aceite de Plano 
Apocromático 60X NA1.42 (Olympus) y para el análisis el programa Image J (Fiji).  
Vías de señalización de las MAPK 
Determinación de la activación de las vías p38, Erk1/2 y Jnk1/2 por Western 
Blot 
 Se realizaron lisados celulares de cultivos primarios de 1,5x106 astrocitos por acción 
de buffer de lisis a 4°C conteniendo 1% de Tritón x-100 en TBS (150 mM de NaCl, 25 mM 
Tris-HCl) pH 7,4 con el agregado de cocteles inhibitorios de proteasas y fosfatasas (Sigma-
Aldrich) estimulados con HKBA o los componentes bacterianos L-Omp19 y U-Omp-19. Los 
lisados celulares fueron incubados en hielo/congelados durante 10 min y luego 
centrifugados a 13.000Xg durante 15 min a 4°C. La concentración de proteínas totales en 
los sobrenadantes de los lisados celulares, luego de la centrifugación, fue determinada por 
el kit de ensayo de proteínas de ácido bicinconínico (BCA) (Thermo Scientific Pierce) 
usando como referencia una curva de proteínas estándar realizada con albumina sérica 
bovina. Se sembraron las mismas cantidades proteicas para cada lisado celular (30µg) en el 
gel SDS-PAGE 12%. Luego de la separación electroforética las proteínas fueron transferidas 
a una membrana de nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham GE Healthcare) durante 1 h a 
300 mA. Las membranas fueron bloqueadas durante 1 h con 0,1% Tween-20 en TBS y 
posteriormente incubadas con los Ac primarios anti-Erk1/2 y anti-p38 (total o fosforilados) 
(Santa Cruz Biotechnology) (1/1.000) o Ac primario anti-Jnk1/2 (total o fosforilado) (Cell 
signaling Technology) (1/1.000) durante una noche a 4°C. Luego de lavar las membranas 
con TBS 0,05% Tween-20, las mismas fueron incubadas con un Ac secundario conjugado a 
peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology) (1/1.000) durante 1 h. La inmunoreactividad fue 
detectada utilizando el reactivo ECL Western Blotting Substrate (Amersham GE Healthcare). 
Las bandas proteicas fueron reveladas en placas radiográficas Kodak Medical X-Ray 
General purpose Film. Se realizó el análisis densitométrico de las bandas utilizando el 
programa Image J (Fiji). 
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Funcionalidad de las vías de señalización de las MAPK 
 Se adicionaron inhibidores farmacológicos específicos para cada una de las vías de 
las MAPK: SB203580 inhibidor de p38, PD98059 inhibidor de Erk1/2 y SP600125 inhibidor 
de Jnk1/2 o el vehículo de disolución, dimetil sulfóxido (DMSO) 2 hs antes de la infección 
celular o de la estimulación con HKBA o con los componentes bacterianos y mantenidos 
durante todo el experimento. SB203580, PD98059 y SP600125 (Calbiochem) fueron usados 
en las siguientes concentración finales 6 µM, 50 µM y 10 µM respectivamente, considerando 
reportes previos [232]. La viabilidad celular, luego de la incubación con los inhibidores, fue 
analizada por exclusión del colorante vital azul de tripán siendo mayor al 90% en todos los 
casos. Para considerar cualquier efecto del DMSO sobre la viabilidad celular, cultivos 
celulares no tratados con los inhibidores fueron tratados con la concentración final más 
elevada de DMSO utilizada en los estudios (0,01%) y los resultados de los parámetros 
analizados fueron comparados con los cultivos celulares no expuestos a ningún tratamiento.  
Muestras de pacientes 
 Las muestras de LCR y suero fueron obtenidas de: a) pacientes con sospecha de 
enfermedad de Alzheimer que fueron utilizados como pacientes controles sin infección, b) 
pacientes con neurobrucelosis, presentando signos y síntomas de implicancia neurológica, 
aislamiento de Brucella spp de LCR y detección de Acs anti-Brucella en LCR detectados por 
aglutinación o test de Coombs, c) pacientes con brucelosis sin implicancia neurológica 
debido a que presentaron sintomatología de brucelosis y fueron positivos serológicamente 
para Brucella, presentaron dolores de cabeza justificando la extracción de LCR pero los 
parámetros físico-químicos de las muestras de LCR fueron normales y no presentaron Ac 
anti-Brucella, d) pacientes cursando con un proceso de meningitis pero causado por otro 
agente infeccioso diferente a Brucella spp (Staphylococcus aureus y Streptococus spp.). Los 
Ac contra proteínas citoplasmáticas y LPS de Brucella fueron detectados en LCR y muestras 
de suero como fue descripto [233]. La secreción de MMP-9 en las muestras de LCR fue 
detectado por la técnica de zimografía descripta anteriormente. Se obtuvo el consentimiento 
por escrito de todos los pacientes y los procedimientos de las muestras se encontraron bajo 
el aval del comité de ética del IDEHU. 




 El análisis estadístico empleado fue One-Way ANOVA seguido del test Bonferroni 
utilizando el programa GraphPad Prims 5.0. Los datos son representados como media 






















¨B. abortus atraviesa la BHE dentro de monocitos infectados mediante el 
mecanismo Caballo de Troya¨ 




 Un evento clave en la patogénesis de las infecciones del SNC es cómo los 
microorganismos interaccionan con la BHE y la atraviesan para acceder al parénquima 
cerebral. Por lo general, la invasión bacteriana del SNC ocurre a través de la diseminación 
sanguínea en etapas tempranas de la infección, causando meningitis. En el caso de E. coli 
K1, algunos autores demuestran que si bien es necesario un alto grado de bacteriemia en 
sangre para afectar SNC, ésta no es suficiente para generar meningitis y que la adhesión e 
invasión de la bacteria a las células endoteliales de la microvasculatura cerebral es un paso 
fundamental en la patología [191].  
Existen tres mecanismos a través de los cuales los patógenos pueden atravesar la 
BHE: el mecanismo denominado paracelular en el cual el microorganismo pasa entre las 
uniones intercelulares de las células endoteliales, el mecanismo transcelular en el cual el 
microorganismo transmigra a través de las células endoteliales sin evidencia de disrupción 
de uniones intercelulares y, por último, el mecanismo denominado ¨Caballo de Troya¨ en el 
cual el ingreso del patógeno se ve facilitado por un leucocito infectado [191, 208]. Las 
bacterias extracelulares utilizan principalmente los mecanismos paracelular y transcelular. 
En contraposición, los microorganismos intracelulares típicamente no utilizan el mecanismo 
paracelular y la estrategia transcelular está modificada por el hecho que la replicación 
bacteriana a menudo toma lugar dentro de las células endoteliales [208]. 
Dado que bacterias del género Brucella han desarrollado varios mecanismos para 
sobrevivir y persistir dentro de las células, especialmente dentro de macrófagos, se ha 
sugerido que la infección del SNC facilitada por fagocitos, ¨Caballo de Troya¨, es un 
mecanismo posible para la entrada de la bacteria [208, 209]. Además, hemos mencionado 
que la bacteria puede infectar células no fagocíticas por lo que otro posible mecanismo de 
entrada sería la invasión transcelular a través de las células endoteliales [41, 208]. Sin 
embargo, se desconoce hasta el momento cual es el mecanismo utilizado por Brucella 
para acceder al SNC.  
La infección de las células de la microvasculatura cerebral por microorganismos 
puede inducir la disfunción de la BHE, afectar la secreción de citoquinas y quemoquinas y 
modificar la expresión de moléculas de adhesión, induciendo citotoxicidad y apoptosis en las 
células endoteliales de la microvasculatura cerebral y generando un aumento en la 
permeabilidad de la BHE, con la consecuente pleocitosis y encefalopatía [191]. Por tal 
motivo el objetivo del presente capítulo se centra en analizar las interacción de B. abortus 
con las células endoteliales de la microvasculatura cerebral, y en evaluar la capacidad de la 
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bacteria para infectar y activar células de la BHE utilizando como modelo una línea de 
células endoteliales de microvasculatura cerebral humana (HBMEC, del inglés ¨Human brain 
microvascular endotelial cells¨). Por otro lado, se estudiará el mecanismo utilizado por la 
bacteria para translocar a través de dichas células. 




B. abortus es capaz de infectar y replicar en HBMEC. 
 Resultados previos, publicados por integrantes de nuestro grupo sobre patología 
vascular inducida por B. abortus, indican que la bacteria es capaz de infectar y replicarse en 
células endoteliales humanas de vena de cordón umbilical (HUVECs) y en una línea de 
células endoteliales de microvasculatura (HMEC-1), empleadas como modelo de células 
endoteliales de vasculatura periférica [48]. Decidimos, por lo tanto, evaluar si B. abortus 
tenía la capacidad de interaccionar con una línea de células endoteliales de 
microvasculatura cerebral humana (HBMEC). Las HBMEC presentan todas las propiedades 
inherentes a células endoteliales cerebrales [225], manteniendo sus características 
morfológicas y funcionales por al menos 30 pasajes [226] (Ver descripción de la línea celular 
en MyM).  
En primer lugar decidimos evaluar la adhesión bacteriana a las HBMEC. Para ello, 
incubamos las HBMEC con diferentes multiplicidades de infección (MOIs) durante 2 horas. 
Luego de lavarlas y algunas de ellas fueron tratadas con antibiótico durante media hora con 
el fin de eliminar las bacterias que no fueron internalizadas (tiempo al cual el antiobiótico 
logra eliminar a las bacterias extracelulares) y otras se dejaron en medio completo sin 
antibiótico para determinar el numero total de bacterias (adheridas e internalizadas). 
Posteriormente se sembraron en TSB los lisados celulares para cuantificar las unidades 
formadoras de colonias (UFC). El número de bacterias adheridas extracelularmente fue 
calculado por diferencia entre el número de bacterias internalizadas (UFC de células 
tratadas con antibiótico) y la cantidad total de bacterias obtenidas en ausencia de 
antibióticos (cuantificación de UFC totales). Se observó que B. abortus se adhiere a las 
HBMEC y que la adherencia bacteriana fue dependiente de la MOI utilizada para infectar 
(Figura 1A). Además, la cuantificación de UFC de los lisados celulares en presencia de 
antibiótico demostró que B. abortus es capaz de internalizarse dentro de las HBMEC y que 
el número de bacterias intracelulares es también directamente proporcional a la MOI 
utilizada para infectar (Figura 1B). Más aun, la bacteria fue capaz de multiplicarse 
eficientemente dentro de las HBMEC cuando se evaluó la replicación bacteriana a diferentes 
tiempos a una MOI determinada (Figura 1C). Estos resultados demuestran que B. abortus 
tiene la capacidad de adherirse, infectar y replicar en HBMEC. 
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B. abortus es internalizada activamente por las HBMEC. 
A continuación decidimos determinar cuál era el rol que desempeñaban los 
componentes celulares de las células HBMEC en el proceso de internalización de B. abortus 
utilizando inhibidores eucarióticos. Para llevar a cabo este objetivo, se analizó el rol que 
desempeña el citoesqueleto de actina utilizando citocalasina D, un agente que causa la 
despolimerización de los microfilamentos en células eucariotas. Para establecer el rol de los 
microtúbulos se utilizó colchicina como un agente desestabilizador de estas estructuras. 
Para examinar si la síntesis de proteínas eucarióticas de novo juega un rol clave en la 
invasión bacteriana, se trataron a las HBMEC con ciclohexamida. Por último, para examinar 
el rol de la acidificación de los endosomas en el proceso de invasión bacteriana se 
realizaron los experimentos de internalización en presencia de monensina [234]. Para 
realizar los experimentos de inhibición de la invasión bacteriana, las HBMEC fueron pre-
tratadas con los distintos inhibidores a diferentes concentraciones y posteriormente 
infectadas con B. abortus. Luego se cuantificó las UFC de los lisados celulares. Todos los 
inhibidores empleados repercutieron en la internalización de B. abortus a las HBMEC de una 
manera concentración dependiente (Figura 2). En conjunto, estos resultados sugieren que la 
Figura 1. B. abortus es capaz de infectar y replicar en 
HBMEC. Las HBMEC fueron incubadas por 2 hs con B. 
abortus 2308 a las MOIs indicadas. A las 24 hs post-
infección la adherencia bacteriana fue cuantificada por la 
diferencia de UFC/ml entre HBMEC tratadas o no con 
antibiótico (A) y la internalización bacteriana fue determinada 
mediante la cuantificación de UFC/ml en HBMEC tratadas 
con antibiótico (B). La replicación bacteriana fue determinada 
cuantificando las UFC/ml a diferentes tiempos a MOI 100 (C). 
Las barras representan duplicados experimentales. Se 
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invasión de la HBMEC por B. abortus es dependiente de los microfilamentos de actina, los 
microtúbulos, la síntesis de proteínas de novo y la acidificación de los endosomas. 
B. abortus induce una activación de las HBMEC. 
 Una vez demostrado que B. abortus infecta y se replica en las HBMEC decidimos 
estudiar si, además, puede inducir la activación de las mismas. Para eso, evaluamos la 
capacidad de estas células de secretar citoquinas y quemoquinas, e inducir la expresión de 
la molécula de adhesión CD54 (ICAM-1) frente a la infección bacteriana. La infección de las 
HBMEC con B. abortus resultó en un aumento significativo (p<0,01) de la secreción de la 
citoquina IL-6, las quemoquinas, IL-8 y MCP-1; y un aumento en la expresión de CD54 en 
las HBMEC solamente a las máximas MOIs ensayadas. Si bien se observa que la activación 
fue dependiente de la MOI utilizada, ésta solo es significativa en las MOIs más elevadas 
Figura 2. B. abortus es internalizada activamente por las HBMEC. Los diferentes inhibidores fueron 
adicionados, a las concentraciones indicadas, 1 hora previamente a la infección y mantenidos durante todo 
el período de infección. Luego del cultivo se realizaron lisados celulares de las HBMEC para cuantificar las 
UFC/ml bajo el tratamiento con citocalasina D (A), colchicina (B), ciclohexamida (C) y monensina (D). Se 
indica para cada inhibidor el control del vehiculo en la máxima concentración ensayada. * p<0,1; ** p<0,01 
con respecto a las HBMEC no tratadas (-) con inhibidor. Las barras representan duplicados experimentales. 
Se muestra un experimento representativo de dos. DMSO: Dimetil sulfóxido. 
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(Figura 3). En contraposición, las HBMEC fueron incapaces de secretar IL-1β y TNF-α luego 
de la infección (resultados no mostrados). Estos resultados indican que B. abortus induce 
una activación moderada de las HBMEC. 
Figura 3. B. abortus induce la activación de las 
HBMEC. Las HBMEC fueron infectadas con B. abortus 
2308 a las MOIs indicadas. A las 24 hs post-infección 
se cuantificó la secreción de la citoquina humana (h) IL-
6 (A) y las quemoquinas hIL-8 (B) y hMCP-1 (C) en los 
sobrenadantes de infección por ELISA. Se muestra un 
histograma representativo de la expresión de hCD54 
para la máxima MOI ensayada en las HBMEC por 
citometría de flujo (D) y los resultados expresados como 
intensidad de fluorescencia media (IFM) (E). * p<0,1; ** 
p<0,01; *** p<0,001 con respecto a las HBMEC no 
infectadas (NI). Las barras representan duplicados 
experimentales. Se muestra un experimento 
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B. abortus atraviesa una monocapa polarizada de HBMEC por translocación 
facilitada en monocitos infectados (¨Caballo de Troya¨). 
 Debido a que las bacterias del género Brucella han desarrollado varios mecanismos 
para sobrevivir y persistir dentro de la célula, no solo dentro de macrófagos sino también 
células no fagocíticas [34, 45, 209], es que podrían utilizar diferentes estrategias para 
atravesar la BHE. Sobre todo teniendo en cuenta los resultados aquí presentados que 
indican que la bacteria es capaz de infectar y multiplicarse en las HBMEC. Con el fin de 
dilucidar si B. abortus es capaz de traslocar a través de las HBMEC y cuál es el mecanismo 
que utiliza, empleamos un modelo in vitro basado en modelos previamente establecidos por 
otros grupos [227, 234]. El mismo implicó el cultivo de las HBMEC en un sistema de 
¨transwell insert¨ que permite establecer un lado apical o luminal y un lado basolateral o 
abluminal de la monocapa celular (Ver MyM). Se adicionó al compartimento apical B. 
abortus y al cabo de un tiempo determinado se cuantificó en el compartimento basolateral el 
número de UFC/ml que lograron tansmigrar a través de la monocapa. Escherichia coli 
HB101 se utilizó como un control por su característica de no ser capaz de atravesar la BHE 
mientras que Citrobacter freundii se utilizó como control positivo de una bacteria capaz de 
atravesar una monocapa de HBMEC [226, 234, 235]. Para evaluar la integridad de la 
monocapa y contemplar la difusión pasiva a través de la misma, simultáneamente con cada 
bacteria se adicionó en el compartimento apical del transwell la enzima peroxidasa (HRP de 
inglés ¨horseradish peroxidase¨) cuya actividad fue, posteriormente, evaluada en el 
compartimento basolateral. Como se observa en la figura 4A, en las condiciones 
experimentales descriptas, C. freundii logró atravesar la monocapa de HBMEC de manera 
dependiente del tiempo mientras que E. coli HB101 y B. abortus no lo hicieron. Los niveles 
de difusión de la enzima HRP fueron marginales y similares para todas las bacterias 
indicando que la migración de C. freundii ocurre, como ya fue descripto [226, 234], a través 
de la monocapa de HBMEC de manera transcelular, y que la integridad de la monocapa no 
está alterada en ninguno de los casos. Estos resultados indican que B. abortus es incapaz 
de transmigrar a través de las HBMEC utilizando el mecanismo transcelular o paracelular. 
 ¿Cómo es posible que B. abortus tenga la capacidad de infectar a las HBMEC y aun 
así ser incapaz de atravesarlas por transcitosis? Posiblemente la causa que imposibilita la 
transmigración de B. abortus a través de la monocapa de HBMEC de manera transcelular se 
vincula a la habilidad de las bacterias de este género de escapar a la vía endocítica para 
establecer la rBCV, luego de la infección. Para determinar la localización subcelular de B. 
abortus en las HBMEC se utilizó Brucella-GFP. Diferentes compartimentos subcelulares 
fueron detectados mediante Acs primarios específicos y posteriormente revelados con un Ac 
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secundario conjugado a Alexa-546 (rojo) mediante microscopía confocal. Se observó que, a 
las 24 hs postinfección, B. abortus se encuentra rodeada de vacuolas LAMP-2+ (marcadores 
de endosomas tardíos/lisosomas) o de vacuolas calnexina+ (marcador de RE) en las 
HBMEC. Este fenómeno ya fue descripto por otros autores que observaron vacuolas LAMP-
2+/ Calnexina+ frente a la infección en macrófagos derivados de médula ósea a las 12 hs 
[55]. Sin embargo, nosotros observamos este fenómeno en las HBMEC recién a las 24 hs 
(Figura 4B). Estas diferencias podrían deberse al tipo celular involucrado. De esta manera, 
B. abortus evadiría la vía endocítica como ya fue expuesto por otros autores [49] y 
establecería su nicho replicativo luego de 24 hs de infección, siendo incapaz de atravesar de 
manera transcelular las HBMEC. 
 Se evaluó a continuación la posibilidad de que B. abortus utilizara el mecanismo 
denominado ¨Caballo de Troya¨ para transmigrar a través de una monocapa de HBMEC. 
Debido a que este mecanismo implica la transmigración facilitada por un leucocito, se 
empleó el mismo modelo in vitro pero evaluando la transmigración de B. abortus en el 
interior de un monocito infectado. Para ello, se adicionaron en compartimento apical de los 
¨transwells insert¨ monocitos infectados o no con B. abortus y, al cabo de 4 hs, se evaluó la 
presencia de monocitos en el compartimiento basolateral, y paralelamente, mediante el 
recuento de UFC intracelulares, la presencia de la bacteria en ambos compartimientos. Todo 
el experimento se realizó en presencia de antibióticos, por lo que las UFC que se 
enumeraron corresponden exclusivamente a bacterias intracelulares. La figura 4C muestra 
que si bien no hay diferencias significativas en el recuento celular entre monocitos 
infectados y no infectados que transmigraron a través de la monocapa, los monocitos 
infectados transmigraron hacia el compartimiento basolateral, transportando B. abortus 
viable en su interior. Estos resultados demuestran que B. abortus transmigra a través de una 
monocapa de HBMEC por translocación facilitada por monocitos infectados.  







































































































































































Figura 4. B. abortus utiliza el mecanismo ¨Caballo de Troya¨ para transmigrar a través de las 
HBMEC. Las HBMEC fueron cultivas en monocapa en ¨transwell insert¨. Se adicionaron B. abortus 2308, 
E. coli HB101 o C. freundii en el compartimento apical (1x10
8 
bacterias). En los tiempos indicados se 
cuantificaron las UFC/ml y la actividad de HRP para cada bacteria en el compartimiento basolateral Se 
muestra un experimento representativo de tres (A). Las HBMEC fueron infectadas con Brucella-GFP a MOI 
100 por 24hs. Posteriormente se analizó por microscopia confocal la ubicación de B. abortus en los 
compartimientos subcelulares marcados con Acs primarios específicos para RE (Calnexina) y endosomas 
tardíos/lisosomas (LAMP-2) revelados con un Ac secundario marcado con Alexa-546 (rojo) (B). Se 
adicionaron 1x10
5
 monocitos infectados o no con Brucella a MOI 100 en el compartimiento apical (Apical) 
de un ¨transwell insert¨ con HBMEC. Al cabo de 4 hs se cuantificó la cantidad de monocitos que 
trasmigraron y las UFC intracelulares presentes en ambos compartimientos (C). Se muestra experimento 
representativo de cuatro. La carga bacteriana fue calculada de un total de 10 wells. DO: densidad óptica. 
DIC: contraste de interferencia diferencial. Las barras representan duplicados experimentales. 
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El monocito infectado es fuente de bacteria para una infección de novo en 
astrocitos. 
 Se ha postulado que una vez que B. abortus accede al SNC infecta células gliales 
que componen el parénquima cerebral y de esta manera desencadena una respuesta 
inmune innata inflamatoria [43]. Dado que hemos demostrado que B. abortus transmigra a 
través de una monocapa de HBMEC mediante el mecanismo ¨Caballo de Troya¨ nos 
preguntamos si sería capaz de infectar células gliales del parénquima al encontrarse alojada 
dentro de un monocito. 
 Considerando lo anteriormente expuesto, decidimos estudiar si B. abortus localizada 
dentro de un monocito podría ser una fuente de bacterias capaz de infectar a los astrocitos 
de novo. Para ello, a los cultivos primarios de astrocitos se le adicionaron monocitos 
infectados con Brucella-GFP. A las 24 y 48 hs se realizó la marcación de los co-cultivos 
utilizando un Ac anti-GFAP (marcador específico para astrocitos) revelado con un Ac 
secundario conjugado a Alexa-546 (Rojo) para determinar en qué tipo celular se encuentra 
presente Brucella-GFP. Se realizó también la infección del cultivo primario de astrocitos con 
Brucella-GFP como control de la infección directa. En la Figura 5 se puede observar 
presencia de Brucella-GFP dentro de los astrocitos (células GFAP positivas) a las 24 hs 
evidenciándose aún más a las 48hs, tanto cuando fueron infectados en forma directa como 
cuando la única fuente de bacteria fueron los monocitos infectados. Estos resultados 
indicarían que aun cuando la bacteria ingresa dentro de un monocito podría generar 
infección de otros tipos celulares adyacentes. 




Figura 5. Los monocitos infectados son fuente de bacteria para una infección de novo en astrocitos. 
Se adicionaron 2x10
4
 monocitos infectados con Brucella-GFP a MOI 100 sobre un cultivo primario de 
astrocitos durante 24 o 48 hs. Se marcaron los astrocitos con un Ac anti-GFAP revelado con un Ac 
secundario conjugado a Alexa-546 (rojo) para analizar por microscopia. Se realizo la infección directa de 




















 Si bien se considera que el nicho intracelular preferencial de Brucella son las células 
fagocíticas profesionales, estas bacterias también son capaces de infectar fagocitos no 
profesionales. La capacidad infectiva de B. abortus está ampliamente descripta para 
diversos tipos celulares (osteoblastos, osteoclastos, hepatocitos, células estrelladas 
hepáticas, linfocitos B y T, y células de la glía) [41-47]. También ha sido descripta la 
interacción de B. abortus con modelos de células epiteliales [236-238] que componen una 
barrera especializada que, al igual que la BHE, limita la entrada de potenciales peligros al 
organismo: la barrera intestinal [192]. Incluso se ha descripto la interacción de B. abortus 
con células endoteliales de vasculatura periférica [48]. Nuestro resultados demuestran que 
B. abortus tiene la capacidad de adherirse, infectar y replicar en HBMEC, aportando nueva 
evidencia sobre la capacidad de la bacteria de sobrevivir dentro de células no fagocíticas. 
 La implicancia de la reestructuración de la actina durante la invasión celular por parte 
de B. abortus ya fue descripta como un factor clave en la invasión, internalización y tráfico 
intracelular de Brucella en células epiteliales [238]. En ese trabajo revelan que Brucella 
modula el reclutamiento y la pérdida de actina en la BCV: En las primeras fases del proceso 
de invasión recluta actina a la vacuola endocítica, que es posteriormente eliminada durante 
la fase de tráfico intracelular hasta que alcanza el nicho replicativo donde nuevamente 
recluta actina. En este estadio adquiere una estructura de tipo red que sería necesaria para 
conformar y mantener unidas las vacuolas replicativas [238]. Estos autores demuestran 
específicamente, que el tratamiento con citocalasina D desensambla las rBCV indicando que 
la polimerización de la actina es fundamental durante esta fase. La importancia de estos 
hallazgos se debe a que la susceptibilidad a adquirir la enfermedad está ligada al contacto 
con aerosoles como así también al consumo de alimentos contaminados provenientes de 
animales infectados, siendo importante el conocimiento sobre el progreso del proceso 
infeccioso en epitelios de la mucosa respiratoria y oral/gástrica [238]. En línea con estos 
resultados, la internalización de B. abortus tanto en una línea de células epiteliales 
alveolares como intestinales depende de la polimerización de actina, de los microtúbulos y 
parcialmente de la síntesis de proteína bacterianas de novo dado que el grado de infección 
se veía afectado ligeramente en presencia de Cloranfenicol, concluyendo no ser crítica para 
la eficiente internalización de la bacteria [237, 239]. En células epiteliales HeLa se demostró 
que la internalización de Brucella también involucra microtúbulos y que, la activación de 
GTPasas de la subfamilia Rho (reguladoras del citoesqueleto) es necesaria para la 
internalización de Brucella en fagocitos no profesionales [240]. Nuestros resultados hacen 
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foco en la interacción de B. abortus con la BHE e intentan esclarecer cómo es el proceso 
infectivo sobre las células endoteliales de la microvasculatura cerebral. Utilizando 
inhibidores específicos de los componentes eucarióticos, pudimos dilucidar en nuestro 
modelo que la internalización bacteriana en las HBMEC también es un mecanismo activo y 
que no solo involucra a los microfilamentos de actina sino que también compromete a los 
microtúbulos, la síntesis de proteínas de novo y la acidificación de los endosomas, 
ampliando el espectro de tipos celulares en el que la bacteria utiliza estos mecanismos de 
internalización. Al igual que B. abortus, la invasión de C. freundii en esta línea celular 
también es dependiente de procesos relacionados a los microfilamentos de actina, a los 
microtúbulos, a la síntesis de proteínas de novo y a la acidificación de endosomas [234]. 
 La infección con B. abortus de las HBMEC resultó en una leve activación de estas 
células, reflejado como un aumento moderado de la expresión de esta molécula de 
adhesión, la secreción de la citoquina proinflamatoria IL-6 y las quemoquinas, IL-8 y MCP-1. 
De todas maneras, cabe resaltar que en todos los parámetros de activación endotelial 
evaluados, el aumento sólo fue significativo con las MOIs más elevadas de infección.  
 Muchas bacterias han desarrollado mecanismos sofisticados para penetrar a través 
de la BHE vía paracelular, por transporte transcelular o por ¨Caballo de Troya¨ [241]. Si bien 
los microorganismos pueden explotar más de uno de estos mecanismos para acceder al 
SNC, las bacterias intracelulares utilizan típicamente la estrategia transcelular modificada 
por el hecho que la replicación bacteriana a menudo toma lugar dentro de las células 
endoteliales y el mecanismo ¨Caballo de Troya¨ [208]. El mecanismo transcelular requiere, 
en primer lugar, de la adhesión bacteriana a la células endoteliales o epiteliales, a través del 
reconocimiento de una adhesina de superficie bacteriana por un receptor en la célula diana 
que promueve la penetración intracelular y la colonización de la célula huésped [242]. Este 
tipo de mecanismo ha sido descripto para diversas bacterias, incluyendo Escherichia coli K1, 
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, listeria monocytogenes y Mycobacterium 
tuberculosis [241]. Con respecto a Brucella, Castañeda Roldán y col. [242] identificaron una 
proteína de superficie, SP41, de 14 kDa asociada con la adherencia e invasión de células 
epiteliales HeLa sugiriendo que el mecanismo de ingreso de Brucella en células epiteliales 
requeriría de la presencia de una interacción ligando-receptor, como el mecanismo de 
cremallera (zipper mechanism), en lugar de la inyección de proteínas efectoras al interior de 
la célula huésped (tigger mechanism). Apoya estas observación la carencia en Brucella de 
un sistema de secreción de tipo III (T3SS) necesario para este último mecanismo. 
Adicionalmente, otros autores identificaron una región en B. abortus, que se encuentra 
altamente conservada en todas las especies de Brucella, involucrada en la adhesión e 
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invasión de las células del huésped [243]. La misma, recientemente, fue renombrada BigA al 
reportarla como una adhesina responsable de la adhesión a un epitelio polarizado 
conformado por células Caco2 y MDKC promoviendo la adhesión bacteriana al sitio de 
contacto célula-célula [238]. Si bien, todo indicaría que la adhesina BigA de B. abortus 
podría funcionar como un ligando que promueva la internalización bacteriana por interacción 
con un receptor, ninguno de estos trabajos ahonda en el mecanismo implicado en la 
transmigración de B. abortus. En el modelo de C. freundii, Badger y col. [234], considera que 
la acidificación de endosomas conjuntamente con la síntesis de proteínas podrían ser 
factores requeridos para desacoplar el complejo ligando-receptor, para la síntesis de los 
receptores celulares y/o la localización de los receptores en la superficie de las HBMEC 
responsables de la invasión por C. freundii. Sugieren que el contacto de la bacteria con las 
HBMEC estimula globalmente el agregado de los microtúbulos y este efecto también podría 
vincularse a la presentación de receptores celulares vía síntesis de proteínas de novo y 
acidificación de los endosomas debido el transporte de muchos receptores hacia y desde la 
superficie celular dependen de los microtúbulos [234]. Justifican que si bien no detectaron 
reorganización de los filamentos de actina, el agregado de los microtúbulos permanece 
debido a que ambas estructuras celulares están íntimamente interrelacionadas, funcionando 
los microtúbulos como estructuras de anclaje de la F-actina. Adicionalmente, los filamentos 
de actina son necesarios para señalización citosólica y/o la penetración bacteriana a la 
membrana plasmática [234]. En tal caso el efecto global de los inhibidores de componentes 
eucarióticos en la invasión por C. freundii podría reflejar una disminución de los receptores 
de las HBMEC que median su internalización. Nuestros resultados sobre la participación de 
los microfilamentos de actina y microtúbulos, la síntesis de proteínas de novo y la 
acidificación de los endosomas en la internalización de B. abortus a las HBMEC sumado a la 
descripción de posibles adhesinas bacterianas [238] contribuirían a la hipótesis de que 
Brucella necesita de la interacción ligando-receptor para invadir a la célula; de todos modos 
la implicancia de esta interacción es desconocida hasta el momento. 
 Si bien demostramos que B. abortus tiene la capacidad de infectar e internalizarse 
dentro de las HBMEC, nuestros resultados, utilizando un modelo diseñado en un sistema de 
¨transwell insert¨, indican que B. abortus es incapaz de trasmigrar utilizando el mecanismo 
transcelular. En concordancia con estas observaciones, resultados de Ferrero y col. [239] 
demuestran, utilizando un modelo similar al nuestro, que B. abortus es incapaz de translocar 
a través de una barrera de células epiteliales bronquiales humanas polarizadas utilizando el 
mecanismo paracelular o transcelular, a pesar de que B. abortus también invade y replica en 
estas células. Posiblemente la imposibilidad de utilizar este mecanismo se deba a que 24 hs 
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postinfección B. abortus se encuentra rodeada por vacuolas LAMP-2+ o Calnexina+ 
indicando que la bacteria está redireccionando su ubicación de la vía endocítica hacia un 
comportamiento replicativo, rBCV. Si bien otros autores muestran la coexpresión de 
vacuolas LAMP-2+/ Calnexina+ a las 12 hs para macrófagos derivados de médula ósea [55], 
en las HBMEC este fenómeno se observó a las 24 hs. Estos autores analizan diferentes 
tiempos de infección y concluyen que una población temprana de BCVs expresando LAMP-
2+ /Calnexina+ procede a la aparición de BCVs expresando solamente calnexina. Esto sería 
una evidencia de la maduración de la BCV ya que la presencia de una población intermedia 
indicaría que las vacuolas bacterianas maduran a rBCVs (Calnexina+) por exclusión 
progresiva de LAMP-2, posiblemente reciclando membranas LAMP-2+ mientras 
interaccionan con RE [55, 56]. De esta manera, como ya fue expuesto por otros autores [49], 
B. abortus evadiría la vía endocítica y establecería su nicho replicativo siendo incapaz de 
realizar transitosis a través de las HBMEC. 
 Las bacterias que son capaces de sobrevivir dentro de una célula inmune periférica 
tendrían la habilidad de invadir SNC vía ¨Caballo de Toya¨ [241]. Las bacterias intracelulares 
establecen infección tomando ventaja del tráfico leucocitario fisiológico que entra al SNC 
[208]. Aún bajo condiciones de un estado estacionario del SNC, hay un bajo número de 
monocitos y linfocitos T y B que continuamente patrullan el SNC y aparentemente son 
capaces de atravesar la BHE intacta. El alto grado en el cuál Brucella se encuentra 
adaptada al ambiente intracelular sugiere que el ingreso al SNC facilitada por un fagocito es 
un mecanismo probable de infección. Si bien no observamos diferencias significativas en el 
recuento celular entre monocitos infectados y no infectados que transmigraron a través de la 
monocapa, se observó presencia de B. abortus como consecuencia de los monocitos 
infectados que transmigraron en un sistema de ¨transwell insert¨, transportando B. abortus 
viable en su interior. Los resultados expuestos en este capítulo son los primeros en describir 
que B. abortus utiliza el mecanismo ¨Caballo de Troya¨ para traslocar a través de una 
monocapa de HBMEC. 
 Finalmente, hemos demostrado la presencia de Brucella dentro de los, tanto cuando 
fueron infectados en forma directa como cuando la única fuente de bacteria fueron los 
monocitos infectados. Estos resultados indicarían que aun cuando la bacteria ingresa dentro 
de un monocito podría generar infección de otros tipos celulares adyacentes como ya ha 
sido sugerido para células epiteliales HeLa [56]. Los resultados obtenidos por Starr y col. 
demuestran que una vez que Brucella coopta membranas de RE para conformar la rBCV 
donde la bacteria replica, esta vacuola adquiere características autofágicas. Se demostró en 
células HeLa que la conversión de las rBCVs en aBCVs contribuiría a completar el ciclo 
CAPITULO I - Discusión 
72 
 
infeccioso de Brucella y se postuló que de esta manera, contribuiría a liberar a la bacteria 
hacia las inmediaciones, promoviendo la diseminación de células a célula y causando 
subsecuentemente la infección de células adyacentes [56]. Estas observaciones abren la 
oportunidad de estudiar el mecanismo por la cual la bacteria egresa de un tipo celular para 
generar infecciones subsiguientes en otros tipos celulares conformando un ciclo infeccioso 












¨La IL-1β secretada por células gliales, infectadas con B. abortus, activa las 
células endoteliales de la microvasculatura cerebral¨ 




 Si bien han sido descriptos los aspectos clínicos y diagnósticos que demuestran la 
existencia de una alteración de la BHE durante la neurobrucelosis [134, 162, 216, 217], los 
mecanismos patogénicos implicados en la activación de la BHE causada por Brucella no 
han sido investigados a nivel celular y molecular. A pesar de que se estima que una de las 
causas de la patología podría ser la acción directa de la bacteria [155, 162], los resultados 
presentados en el Capítulo I indican que la infección de HBMEC induce una activación 
moderada de las mismas y solo significativa a MOIs muy elevadas, poco probables de ser 
encontradas in vivo.  
Alternativamente la activación patológica de la BHE podría ser la causa de la 
respuesta inflamatoria desencadenada por la bacteria al activar a los componentes de la 
glía. La activación de la respuesta inmune por las células de la glía y la consecuente 
secreción de citoquinas proinflamatorias es clave en la activación del endotelio cerebral 
[172, 244] y en la perdida de la integridad del mismo [245, 246]. 
 Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio indican que, durante la infección 
por B. abortus, las células gliales secretan citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-1β y 
TNF-α [43]. Además se ha determinado que la presencia de inflamación es un signo 
característico de la patogénesis de la neurobrucelosis [247, 248]. Considerando todo lo 
expuesto, postulamos que los astrocitos y la microglía se encuentran en una posición clave 
para influenciar la integridad de la BHE. De esta manera, la respuesta inmunológica 
desencadenada por las células gliales podría tener efectos fundamentales sobre la 
activación de la microvasculatura cerebral y la integridad de la BHE una vez que B. 
abortus accede al parénquima cerebral. El objetivo de este segundo capítulo se centra 
específicamente en investigar cómo la inmunidad innata desencadenada por células gliales 
infectadas con B. abortus afecta a la activación y la integridad de la BHE. 




El sobrenadante de células gliales infectadas con B. abortus induce la 
activación de las células endoteliales de la microvasculatura cerebral. 
Las células gliales secretan factores solubles frente a la infección con B. abortus [43] 
que podrían tener algún efecto en la activación de células de la microvasculatura cerebral. 
Por tal motivo, decidimos investigar si las citoquinas proinflamatorias secretadas por 
astrocitos y microglía ante la infección con B. abortus tenían algún efecto en la activación de 
las HBMEC. Dicha activación fue evaluada por la habilidad de estas células de secretar 
citoquinas y quemoquinas; y por la capacidad de inducir la expresión de la molécula de 
adhesión CD54 (ICAM-1). La adición de diferentes diluciones del sobrenadante de astrocitos 
y microglía infectados con B. abortus a HBMEC no infectadas indujo un aumento 
significativo en la secreción de IL-6, IL-8 y MCP-1, y en la expresión de CD54, comparado 
con las HBMEC no estimuladas o con respecto a las HBMEC estimuladas con 
sobrenadantes de astrocitos y microglía sin infectar (p<0,001) (Figura 6). A su vez, esta 
activación fue significativamente mayor (p<0,001) a la generada cuando las células se 
encuentran infectadas directamente con B. abortus a MOI 100 (Figura 6). Debido a que los 
Acs de los kits de Elisa comerciales para detectar citoquinas y quemoquinas humanas no 
tienen reactividad cruzada con citoquinas y quemoquinas murinas (datos no mostrados), 
podemos asegurar que los factores detectados en el sobrenadante de las HBMEC 
estimuladas con los sobrenadantes de las células gliales corresponden exclusivamente a 
factores humanos secretados por las HBMEC y no a factores murinos ya presentes en el 
sobrenadante de infección de las células gliales utilizado para estimular. Estos resultados 
indican que las células de la glía infectadas con B. abortus secretan factores que son 
capaces de activar en mayor medida a las HBMEC en comparación con la infección directa 
con la bacteria. 
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TNF-α no se encuentra involucrado en la activación de las HBMEC por las 
células gliales infectadas con B. abortus. 
 Nuestros resultados indican que un factor soluble, secretado por las células gliales 
frente a la infección con B. abortus, podría estar involucrado en la activación de las HBMEC. 
Tanto TNF-α como IL-1β han sido descriptas como las principales citoquinas implicadas en 
la activación de la microvasculatura cerebral y responsables del aumento de la 
permeabilidad de la barrera hematoencefálica [172, 200, 249]. Dado que, ambas citoquinas 
son producidas por astrocitos y microglía en respuesta a la infección con B. abortus [43], 
decidimos investigar el rol de estas citoquinas en la activación de las HBMEC. En primer 





















































































































































































































Figura 6. El sobrenadante de células gliales infectadas con B. abortus induce la activación de las 
HBMEC. Las HBMEC fueron estimuladas por 24 hs con sobrenadante de astrocitos (SN Astrocitos) o 
microglía (SN microglía) infectados o no (NI) con B. abortus a las diluciones indicadas. Las HBMEC 
también fueron infectadas con B. abortus (MOI 100) como control. La secreción de la citoquina humana (h) 
IL-6 (A) y las quemoquinas hIL-8 (B) y hMCP-1 (C) por las HBMEC fue determinada por ELISA. La 
expresión de hCD54 fue determinada en las HBMEC por citometría de flujo. Los resultados están 
expresados como intensidad de fluorescencia media (IFM) (D). * p<0,1; ** p<0,01; *** p<0,001 con respecto 
a la estimulación de las HBMEC con el correspondiente sobrenadante no infectado (NI). En asteriscos 
rojos, misma significancia, con respecto a la infección directa. Las barras representan duplicados 
experimentales. Se muestra un experimento representativo de tres realizados. NE: no estimulado. 
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infección de astrocitos y microglía fueron pre-incubados con un Ac neutralizante anti-TNF-α 
para evaluar la habilidad de esta citoquina en inducir la activación de las HBMEC. Ni el Ac 
neutralizante, ni el control de isotipo tuvieron algún efecto en la activación de las HBMEC 
producida por la estimulación con sobrenadante de células gliales infectadas con B. abortus 
(Figura 7). La capacidad de neutralización del Ac anti-TNF-α fue confirmada bloqueando la 
activación inducida por concentraciones suprafisiológicas de la citoquina recombinante TNF-
α (Figura 7). Estos resultados indican que el TNF-α no está involucrado en la activación de 















































































































































































































Figura 7. La activación de las HBMEC no depende de TNF-α. Las HBMEC fueron estimuladas por 24 hs 
con sobrenadante de astrocitos (SN astroitos) y microglía (SN microglía) no infectados (NI) o con 
sobrenadantes de células gliales infectadas con B. abortus sin tratar (-), pre-incubados con un Ac 
neutralizante anti-TNF-α (aTNF-α) o pre-incubados con el control de isotipo (Isotipo). La estimulación de las 
HBMEC con la citoquina recombinate de TNF-α (rTNF-α, 5 ng/ml) fue utilizada como control. Se analizó la 
secreción de hIL-6 (A), hIL-8 (B), hMCP-1 (C) por las HBMEC mediante ELISA y la expresión de hCD54 en 
las HBMEC por citometría de flujo (D), expresando los resultados, en este caso, como intensidad de 
fluorescencia media (IFM). *** p<0,001 con respecto a la estimulación con el sobrenadante de infección sin 
tratamiento (-). NE: HBMEC no estimuladas. Las barras representan duplicados experimentales. Se 
muestra un experimento representativo de tres realizados. 
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La activación de las HBMEC por las células gliales infectadas con B. abortus 
es mediada por IL-1. 
A continuación, nos enfocamos en el rol de IL-1β sobre la activación de las HBMEC. 
Para ello, utilizamos cultivos primarios de células gliales provenientes de ratones deficientes 
(KO del inglés ¨Knock out¨) en las moléculas ASC (del inglés ¨Apoptosis-associated speck-
like protein containing a CARD¨) y caspasa-1 (Casp-1). ASC es una proteína adaptadora 
que forma parte de diferentes inflamasomas que funciona como nexo entre las señales 
desencadenadas por los patógenos y la posterior activación de CASP-1 que conlleva al 
clivaje proteolítico de pro-IL-1β y la consecuente producción de esta citoquina, entre otras 
[96]. Infectamos estos cultivos para obtener el sobrenadante de infección que, 
posteriormente, fue empleado para estimular a las HBMEC. La secreción de IL-1β, inducida 
por la infección con B. abortus, fue completamente inhibida en los sobrenadantes de 
astrocitos y microglía provenientes de ratones KO para CASP-1 y ASC en comparación con 
los sobrenadantes de células gliales provenientes de ratones salvajes (WT del inglés ¨wild 
type¨). Por el contrario, la secreción de la citoquina TNF-α no se vio alterada (Figura 8).  
Cuando estimulamos a las HBMEC con los sobrenadantes de infección de astrocitos 
y microglía provenientes de ratones WT, se observó un aumento significativo en la secreción 
de la citoquina IL-6 y las quemoquinas IL-8 y MCP-1, y en la expresión de CD54. En 
contraposición, los sobrenadantes de infección de astrocitos y microglía provenientes de 
ratones KO, tanto para CASP-1 como para ASC, fueron incapaces de inducir la activación 
de las HBMEC (Figura 9). 
Figura 8. CASP-1 y ASC están implicados en la secreción de IL-1 por células gliales infectadas con 
B. abortus. Cultivos primarios de astrocitos y microglía proveniente de ratones WT, y ratones KO en 
caspasa-1 (CASP-1) y ASC fueron infectados con B. abortus (MOI 100). Se evaluó la secreción de las 
citoquinas murinas (m), IL-1β (A) y mTNF-α (B), por las células gliales a 24 hs post-infección por ELISA. 
*** p<0,001 con respecto al sobrenadante de infección (I) de ratones WT. Las barras representan 
duplicados experimentales. NI: no infectado. 
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Figura 9. La activación de las HBMEC por las células gliales requiere de CASP-1 y ASC. Las HBMEC 
fueron estimuladas por 24 hs con sobrenadantes de astrocitos (SN astrocitos) y microglía (SN microglía) 
provenientes de ratones WT o KO en caspasa-1 (CASP-1) o ASC, infectados (I) o no (NI) con B. abortus. 
Se analizó la secreción de hIL-6 (A), hIL-8 (B), hMCP-1 (C) por las HBMEC mediante ELISA y la expresión 
de hCD54 en las HBMEC por citometría de flujo (D), expresando los resultados intensidad de fluorescencia 
media (IFM). *** p<0,001 con respecto a la estimulación con el sobrenadante proveniente de ratones WT e 
infectados con la bacteria (I). NE: HBMEC no estimuladas. Las barras representan duplicados 
experimentales. Se muestra un experimento representativo de tres realizados. 
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Debido a que el inflamasoma está implicado en el procesamiento de otras citoquinas, 
como IL-18 e IL-33 [96], decidimos corroborar la función de IL-1β en la activación de las 
HBMEC mediante experimentos de neutralización. Para esto, los sobrenadantes de 
infección de astrocitos y microglía provenientes de ratones WT fueron pre-incubados con un 
Ac neutralizante anti-IL-1β o su control de isotipo. Se observó que la neutralización de la 
citoquina IL-1β presente en los sobrenadantes de infección de células gliales disminuyó 
significativamente la activación de las HBMEC (Figura 10). La citoquina recombinante de IL-
1β, utilizada como control positivo, indujo la activación de las HBMEC; activación que fue 
suprimida (p<0,001) en presencia del Ac neutralizante anti-IL-1β (Figura 10). Estos 
resultados indican que IL-1β inducida por B. abortus en las células gliales está involucrada 






























































































































































































Figura 10. La activación de las HBMEC por el sobrenadante de células gliales infectadas con B. 
abortus es mediada por IL-1β. Las HBMEC fueron estimuladas por 24 hs con sobrenadante de astrocitos 
(SN astrocitos) y microglía (SN microglía) no infectados (NI) o con sobrenadantes de células gliales 
infectadas B. abortus sin tratar (-), pre-incubados con un Ac neutralizante anti-IL-1β (aIL-1β) o pre-
incubados con el control de isotipo (Isotipo). La estimulación de las HBMEC con la citoquina recombinate 
de IL-1β (rIL-1β, 500 pg/ml) fue utilizado como control. La secreción de hIL-6 (A), hIL-8 (B), hMCP-1 (C) por 
las HBMEC fue determinada por ELISA y la expresión de hCD54 en las HBMEC fue analizada por 
citometría de flujo (D) expresando los resultados como intensidad de fluorescencia media (IFM). *** 
p<0,001 con respecto a la estimulación de las HBMEC con el sobrenadante de infección no tratado (-). NE: 
HBMEC no estimuladas. Las barras representan duplicados experimentales. Se muestra un experimento 
representativo de dos realizados. 
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La activación de las HBMEC, inducida por la IL-1 secretada por las células 
gliales, requiere de los inflamasomas AIM2 y NLRP3.  
Los resultados previos sugieren que la molécula adaptadora ASC es esencial para 
desencadenar la respuesta a través de CASP-1 por las células gliales infectadas con B. 
abortus; motivo por el cual un receptor de tipo NLR estaría implicado en la secreción de IL-
1β y la consecuente activación de las HBMEC. Recientemente, fue demostrado que la 
secreción de IL-1β en macrófagos murinos infectados con B. abortus se produce a través de 
los inflamasomas AIM2 (del inglés ¨Absent in melanoma 2¨) y NLRP3 e independientemente 
de NLRC4 [99]. En base a esto, decidimos investigar si NLRP3 y AIM2 son importantes para 
la activación del inflamasoma y la secreción de IL-1β frente a la infección con B. abortus, en 
los cultivos primarios de astrocitos y microglía. Para ello, utilizamos cultivos primarios de 
células gliales provenientes de ratones WT y ratones KO para NLRP3 o AIM2. Se obtuvo el 
sobrenadante de infección que, posteriormente, fue empleado para estimular a las HBMEC. 
La secreción de IL-1β, inducida por la infección con B. abortus, fue completamente inhibida 
en astrocitos y microglía provenientes de ratones KO para NLRP3 y AIM2 en comparación 
con los sobrenadantes de células gliales provenientes de ratones WT. Por el contrario, la 
secreción de la citoquina TNF-α no se vio alterada por la ausencia de dichas proteínas 
(Figura 11). Estos resultados indican que la secreción de IL-1β por células gliales infectadas 
con B. abortus depende de la activación de los NLRP3 y AIM2. 
 
Figura 11. Los inflamasomas AIM2 y NLRP3 están implicados en la secreción de IL-1 por las 
células gliales infectadas con B. abortus. Cultivos primarios de astrocitos y microglía proveniente de 
ratones WT, y ratones KO en NLRP3 y AIM2 fueron infectados con B. abortus (MOI 100). Se evaluó la 
secreción de las citoquinas murinas (m) IL-1β (A) y mTNF-α (B), por las células gliales a 24 hs post-
infección por ELISA. *** p<0,001 con respecto al sobrenadante de infección (I) de ratones WT. Las barras 
representan duplicados experimentales. 
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Nuevamente, cuando estimulamos HBMEC con los sobrenadantes de infección de 
astrocitos y microglía provenientes de ratones WT se observó un aumento significativo en la 
secreción de la citoquina IL-6, las quemoquinas IL-8 y MCP-1 y en la expresión de CD54. En 
contraposición, los sobrenadantes de infección de astrocitos y microglía provenientes de 
ratones KO, tanto para NLRP3 como para AIM2, fueron incapaces de inducir la activación de 
las HBMEC (Figura 12). Estos resultados indican que los inflamasomas AIM2 y NLRP3 
activados en las células gliales ante la infección con B. abortus, cumplen una función crítica 
en la activación de las HBMEC, por efecto de la secreción de IL-1β. 

































































































































Figura 12. La activación de las HBMEC por las células gliales requiere de NLRP3 y AIM2. Las HBMEC 
fueron estimuladas por 24 hs con sobrenadantes de astrocitos (SN astrocitos) y microglía (SN microglía) 
provenientes de ratones WT o KO en los inflamasomas NLRP3 y AIM2, infectados (I) o no (NI) con B. 
abortus. Se analizó la secreción de hIL-6 (A), hIL-8 (B), hMCP-1 (C) por las HBMEC mediante ELISA y la 
expresión de hCD54 en las HBMEC por citometría de flujo (D), expresando los resultados como intensidad 
de fluorescencia media (IFM). *** p<0,001 con respecto a la estimulación con el sobrenadante proveniente 
de ratones WT e infectados con la bacteria. NE: HBMEC no estimuladas. Las barras representan 
duplicados experimentales. Se muestra un experimento representativo de tres realizados. 
CAPITULO II - Resultados 
84 
 
La citoquina IL-18 no participa como mediador en la activación de las HBMEC. 
 Como mencionamos anteriormente, existen otras dos citoquinas que son capaces de 
ser procesadas como consecuencia de la activación de los inflamasomas: IL-18 e IL-33. La 
IL-33 ha sido implicada en respuestas de tipo Th2, mientras que la IL-18 ha sido vinculada 
predominantemente al desarrollo de una respuesta inmune celular, actuando sinérgicamente 
con IL-12 para estimular la producción de INF-γ por linfocitos y como consecuencia dirigir 
hacia una respuesta de tipo Th1 [250-252], siendo fundamental este tipo de respuesta frente 
a la infección con Brucella. Si bien, ya fue descripto anteriormente el rol principal de IL-1β 
sobre la activación de las HBMEC, decidimos estudiar la potencial implicancia de IL-18 en la 
activación de estas células. Para esto, estimulamos HBMEC con la citoquina recombinante 
IL-18, utilizando como control positivo IL-1β recombinante. Mientras que la estimulación con 
IL-1β indujo un aumento significativo de IL-6, IL-8 y MCP-1, la estimulación con IL-18 fue 
incapaz de inducir la activación de las HBMEC (Figura 13). Esto demuestra que IL-18 no se 
encuentra involucrada en la activación de las HBMEC siendo la única responsable IL-1β. 
 
Figura 13. IL-18 no participa en la activación de 
las HBMEC. Las HBMEC fueron estimuladas por 24 
hs con las citoquinas recombinantes  IL-18 (rIL-18) e 
IL-1β (rIL-1β) en dos concentraciones (5ng/ml y 1 
ng/ml). Se analizó la secreción de hIL-6 (A), hIL-8 
(B), hMCP-1 (C) por las HBMEC por ELISA. *** 
p<0,001 con respecto a las HBMEC no estimuladas 
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TLR2 determina la producción de IL-1β por las células gliales, en respuesta a 
la infección con B. abortus, con la consecuente activación de las HBMEC. 
 Para la producción de IL-1β, los TLRs y los NLRs tienen que funcionar en conjunto. 
Los TLRs inducen la expresión del precursor de la citoquina, la pro-IL-1β, que 
posteriormente es procesada proteolíticamente a su forma activa, por la acción de CASP-1 
dependiente de la activación de NLRs. Luego de la maduración de la citoquina, la misma se 
secreta [96]. Para evaluar el requerimiento de la señalización a través de un TLR para la 
producción de IL-1β en respuesta a la infección con B. abortus, infectamos células gliales 
provenientes de ratones WT y células gliales provenientes de ratones KO para Mal/TIRAP, 
TLR2, TLR4 y TLR6 y luego medimos la secreción de IL-1β y TNF-α en el sobrenadante de 
infección. Tanto la secreción de IL-1β como de TNF-α fue completamente abrogada en el 
sobrenadante de infección de astrocitos y microglía provenientes de ratones KO para TLR2 
y la molécula adaptadora Mal/TIRAP. Por el contrario, células gliales provenientes de 
ratones KO para TLR4 y TLR6 produjeron cantidades similares de IL-1β y TNF-α a las 
producidas por células gliales provenientes de ratones WT (Figura 14). 
 
Figura 14. TLR2 y TLR4 están 
implicados en la secreción de IL-1 
por las células gliales infectadas con 
B. abortus. Cultivos primarios de 
astrocitos y microglía proveniente de 
ratones WT, y ratones KO en Mal/TIRAP 
(Mal), TLR2, TLR4 y TLR6 fueron 
infectados con B. abortus (MOI 100). Se 
evaluó la secreción de las citoquinas 
murinas (m) IL-1β (A) y mTNF-α (B), por 
las células gliales a 24 hs post-infección 
por ELISA. *** p<0,001 con respecto al 
sobrenadante de infección (I) de ratones 
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 Posteriormente utilizamos estos sobrenadantes para estimular a las HBMEC y 
evaluar los parámetros de activación. La activación de las HBMEC fue inducida por el 
sobrenadante de infección de células gliales provenientes de ratones WT, TLR4 y TLR6 KO. 
En contraposición el sobrenadante de infección de células gliales provenientes de ratones 
KO para Mal/TIRAP o TLR2 no indujo ni la secreción de hIL-6, hIL-8 y hMCP-1 por las 
HBMEC, ni la expresión de CD54 en las células (Figura 15). Colectivamente, estos 
resultados indican que la secreción de IL-1β por las células gliales, mediada por el 
inflamasoma, y la posterior activación de las HBMEC dependen de la señalización a través 
de TLR2 y Mal/TIRAP. Estos resultados corroboran el rol clave de TLR2 en las respuestas 
inflamatorias desencadenadas por B. abortus descripto por nuestro grupo de trabajo en 
diferentes tipos celulares [66, 80, 122, 253]. 
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Figura 15. TLR2 determina la 
producción de IL-1 por las células 
gliales, en respuesta a la infección 
con B. abortus, con la consecuente 
activación de las HBMEC. Las 
HBMEC fueron estimuladas por 24 hs 
con sobrenadantes de astrocitos (SN 
astrocitos) y microglía (SN microglía) 
provenientes de ratones WT o ratones 
KO en Mal/TIRAP (Mal), TLR2, TLR4 
y TLR6, infectados (I) o no (NI) con B. 
abortus. Se analizó la secreción de 
hIL-6 (A), hIL-8 (B), hMCP-1 (C) por 
las HBMEC mediante ELISA y la 
expresión de hCD54 en las HBMEC 
por citometría de flujo (D), expresando 
los resultados, en este caso, como 
intensidad de fluorescencia media 
(IFM). ** p<0,01; *** p<0,001 con 
respecto a la estimulación con el 
sobrenadante proveniente de ratones 
WT e infectados con la bacteria. NE: 
no estimuladas. Las barras 
representan duplicados 
experimentales. Se muestra un 
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La activación de las HBMEC por células gliales infectadas con B. abortus 
promueve la migración transendotelial de neutrófilos y monocitos.  
 La activación inducida en las HBMEC, en respuesta a la estimulación por células 
gliales infectadas con B. abortus, podría ser la causa del infiltrado inflamatorio descripto en 
el SNC durante la neurobrucelosis [43, 152]. Para evaluar esta posibilidad, desarrollamos un 
modelo funcional in vitro. En el mismo se cuantificó la transmigración de neutrófilos y 
monocitos a través de una monocapa de HBMEC establecida en el sistema de ¨transwell 
insert¨. Se analizó también, cuál era el efecto del sobrenadante de infección de células 
gliales sobre las HBMEC cultivadas en este sistema de ¨transwell insert¨ con el fin de 
investigar el rol de la activación de las HBMEC y su funcionalidad en la transmigración de 
neutrófilos y monocitos. En primer medida, pudimos observar que la infección de las 
HBMEC cultivadas en este sistema de ¨transwell insert¨, no induce la transmigración de 
neutrófilos y monocitos (Figura 16A y 16B). En contraposición, la estimulación de la 
monocapa de HBMEC con sobrenadante de infección de astrocitos aumentó 
significativamente la transmigración tanto de neutrófilos como de monocitos en comparación 
con la monocapa de HBMEC tratada con el sobrenadante de células gliales no infectadas. 
Estos resultados concuerdan con la menor activación de las HBMEC en respuesta a la 
infección con B. abortus en comparación con la activación inducida en las HBMEC por la 
estimulación con los sobrenadantes de las células gliales infectadas (Figura 6). Cabe 
destacar que la estimulación con la citoquina recombinante IL-1β indujo la transmigración de 
ambos tipos celulares, mientras que la estimulación con la citoquina recombinante TNF-α o 
con sobrenadantes de infección de astrocitos provenientes de ratones KO para CASP-1, 
ASC, NLRP3 y AIM2 no lo hizo (Figura 16C-D). Confirmando el rol de IL-1β en la activación 
de las HBMEC y la transmigración de células inmunes a través de la monocapa activada, la 
neutralización de IL-1β inhibió la transmigración inducida por la estimulación con el 
sobrenadante de astrocitos infectados con B. abortus o por la citoquina recombinante IL-1β 
(Figura 16E). Estos resultados indican que la activación de la microvasculatura por células 
gliales infectadas con B. abortus, podría ser la causa de la transmigración de células 
inmunes, por encima de un valor fisiológico, a través de la barrera hematoencefálica 
observada en la neurobrucelosis, y que la citoquina IL-1β media este efecto.  




Figura 16. HBMEC activadas por células gliales promueven la migración transendotelial de 
neutrófilos y monocitos humanos. HBMEC fueron establecidas como monocapa en un sistema de 
¨traswell insert¨ e infectadas con B. abortus a MOI 100 (A y B) o estimuladas con sobrenadante de infección 
de astrocitos provenientes de ratones WT o KO en CASP-1, ASC, NLRP3 o AIM2 (C y D). Adicionalmente, 
el sobrenadante de astrocitos WT infectados con B. abortus fue pretratado con un Ac neutralizante anti-IL-
1. Luego, se adicionaron neutrófilos (A, C y E) o monocitos (B y D) al compartimento superior y al cabo de 
3 hs se cuantificó la transmigración de células en el compartimento inferior. El índice de células que 
transmigraron en respuesta a la infección se determinó en comparación con la transmigración a través de 
la monocapa no infectada (NI) (A y B) y el índice de células que transmigraron en presencia de 
sobrenadante de infección de astrocitos se determinó con respecto a la estimulación de la monocapa  con 
sobrenadante de astrocitos WT no infectados (NI) (C-D). Las citoquinas recombinantes, rIL-1 y rTNF-, 
fueron utilizadas como controles. * p<0,1; ** p<0,01; *** p<0,001 con respecto a los correspondientes 
controles. Las barras representan duplicados experimentales. Se muestra un experimento representativo 
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Los inflamasomas NLRP3 y AIM2 influencian el infiltrado de neutrófilos al 
parénquima cerebral en presencia de B. abortus in vivo. 
Finalmente, investigamos si la producción de IL-1β dependiente del inflamasoma 
influenciaba la migración de células inmunes hacia el SNC en un modelo in vivo. Para ello, 
se inyectó B. abortus en el cuerpo estriado de ratones WT y KO para NLRP3 y AIM2 y, 24 
hs post-cirugía, los animales fueron sacrificados. Se extrajeron los cerebros y se analizaron 
por microscopia las secciones del estriado, previamente teñidas con violeta de Cresilo. En 
las secciones de cuerpo estriado de ratones WT inyectados con B. abortus se observó la 
presencia de un extenso y ampliamente diseminado infiltrado inflamatorio, compuesto 
principalmente de células PMN. En contraposición, se observó una marcada reducción del 
infiltrado neutrofílico en las secciones de estriado provenientes de ratones NLRP3 y AIM2, 
siendo significativa solo en los ratones NLRP3 KO (p<0,1) (Figura 17). Cabe destacar que 
no se observaron infiltrados neutrofílicos en las secciones de los hemisferios contralaterales 
inyectados con solución salina (no mostrados). 
Figura 17. NLRP3 y AIM2 influencian el infiltrado de 
neutrófilos en el parénquima cerebral. Ratones (5 
animales por grupo) fueron inyectados intracranealmente 
con B. abortus y 24 hs post-cirugía fueron sacrificados. Se 
extrajeron los cerebros, se realizaron múltiples secciones 
del cuerpo estriado y posteriormente se tiñeron con violeta 
de Cresilo para ser analizados histológicamente. En los 
paneles superiores se muestran las imágenes (40X, escala: 
50um); mientras que en los paneles inferiores se puede ver 
en detalle las características del infiltrado (A). Los infiltrados 
de neutrófilos fueron clasificados de acuerdo a un índice 
especificado en MyM (B). * p<0,1 con respecto a ratones 





































 La integridad del SNC es resguardada principalmente a través del sistema inmune 
innato, interviniendo la inmunidad adaptativa solamente bajo ciertas circunstancias [172]. 
Paradójicamente, la misma activación de la inmunidad innata puede causar efectos nocivos 
en la neuronas, las células de la glía y la microvasculatura endotelial cerebral [43, 172, 200, 
249, 254]. 
 Consideramos que la inflamación es un factor clave en la patogénesis de la 
neurobrucelosis [247, 248]. Al invadir el SNC, Brucella desencadena una respuesta 
inflamatoria luego de interaccionar con astrocitos y microglía [43] que podría contribuir a la 
activación del endotelio cerebral. Los astrocitos son la población celular más abundante del 
SNC [175, 176]. Se encuentran rodeando al endotelio cerebral y su interacción con las 
células endoteliales determina la función y el fenotipo de la BHE [183, 184]. Si bien la 
microglía, los macrófagos residentes del SNC, no participan directamente en el 
mantenimiento del fenotipo de la BHE, juegan un rol clave en el mantenimiento de su 
homeostasis [190]. Es por eso, que tanto los astrocitos como la microglía se encuentran en 
una posición crítica para influenciar la activación de la microvasculatura cerebral y la 
integridad de la BHE una vez que Brucella alcanza el parénquima cerebral. La tríada de 
citoquinas inflamatorias, TNF-α, IL-1β e IL-6, secretadas luego de la activación de la 
inmunidad innata, es importante para la activación del endotelio cerebral [172, 244] y la 
pérdida de la integridad del mismo [245, 246]. Nuestros resultados indican que la activación 
de las HBMEC mediada por B. abortus fue inducida por sobrenadantes de cultivo que 
contienen estas citoquinas [43], señalando a estos mediadores como potenciales efectores 
de la activación de las HBMEC inducida por células gliales frente a la infección con B. 
abortus. Nuestro grupo reportó un rol crítico de TNF-α e IL-6 en la inmunopatogénesis de la 
brucelosis [223, 253, 255, 256] inclusive en su manifestación neurológica [43]; pero hasta el 
momento no había sido investigado el rol de IL-1β en la patogénesis de la neurobrucelosis. 
Nuestros resultados demuestras que IL-1 β, y no TNF-α, es la citoquina efectora involucrada 
en la activación de las HBMEC por las células gliales infectadas con B. abortus. 
 Si bien está descripto que tanto IL-1β como TNF-α están implicadas en la activación 
de la BHE [244], al menos en nuestro modelo TNF-α no se está involucrado en la activación 
de las células endoteliales; de igual manera como se muestra en un modelo murino de 
encefalitis por Toxoplasma [257]. La razón de las discrepancias observadas, en cuanto a la 
implicancia o no del TNF-α, se desconoce pero podría relacionarse con las concentraciones 
empleadas para inducir la activación en los experimentos en los cuales vinculan a TNF-α 
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como el principal mediador responsable de la activación endotelial [200-202], que son al 
menos 2 órdenes de magnitud mayor a las concentraciones encontradas en el sobrenadante 
de células gliales infectadas con B. abortus en esta tesis y en trabajos previos [43]. 
 Los inflamasomas han emergido como moléculas de señalización de la inmunidad 
innata en el SNC y la función de los NLRs ha sido descripta recientemente en procesos 
neuroinflamatorios [194]. En este trabajo, investigamos la implicancia de los inflamasomas y 
el mecanismo dependiente de CASP-1 en la secreción de IL-1β por las células gliales 
infectadas con Brucella que lleva a la activación de las HBMEC. Nuestros resultados 
demuestran que los inflamasomas dependientes de la molécula adaptadora ASC son 
indispensables para inducir la activación de CASP-1 y la consecuente maduración y 
secreción de IL-1β luego de la infección de astrocitos y microglía con B. abortus. Más aún, 
los resultados indican que la secreción de IL-1β, por las células gliales infectadas con la 
bacteria, depende específicamente de los inflamasomas NLRP3 y AIM2, confirmando y 
extendiendo el trabajo de Gomez et al. [99], resaltando el rol de los inflamasomas 
dependientes de ASC, no solo en el reconocimiento y la defensa contra B. abortus [99] sino 
también en la inmunopatología de la neurobrucelosis. Los experimentos de bloqueo 
empleando un Ac neutralizante para IL-1β corroboran que esta citoquina es el principal 
mediador responsable de la activación de las HBMEC. En contraposición, la estimulación de 
las HBMEC con la citoquina recombinante IL-18, otra de las citoquinas secretadas por 
acción de los inflamasomas que está relacionada a la progresión de una respuesta de tipo 
Th1 favorable para la resolución de la infección por Brucella [250] no indujo la activación de 
las mismas. Por su parte, si bien se describió que la secreción de IL-33 se restringe a 
células endoteliales y astrocitos; e incluso en esta última población celular, aumenta en 
respuesta a LPS, se ha demostrado que las células endoteliales carecen de receptor para 
esta citoquina [251]. Motivo por el cual prescindimos de evaluar el efecto de IL-33 en la 
activación de las HBMEC. 
La secreción de IL-1β requiere de dos señales. La primer señal puede ser 
desencadenada por PAMPs vía activación de un TLR, que induce la síntesis de pro-IL-1β. 
La segunda señal la provee la activación del inflamasoma y CASP-1 conduciendo al 
procesamiento de pro-IL-1β en su forma madura y secretable. Utilizando células gliales 
provenientes de ratones KO pudimos dilucidar que la producción de IL-1β en las células 
gliales depende de la presencia de la molécula adaptadora Mal/TIRAP (Mal) que se 
encuentra río abajo y compartida entre distintas vías de señalización que se originan a partir 
de TLR1, TLR2, TLR4 y TLR6 [258]. Además, demostramos que el fenómeno no es 
dependiente de TLR4 ni TLR6 sino dependiente de TLR2. Estos resultados son congruentes 
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con resultados previos de nuestro laboratorio en los cuales se demuestra que la 
señalización vía TLR2/MyD88 es crucial para la respuesta inflamatoria frente a B. abortus 
[253]. Colectivamente, toda esta información sugiere, aunque no prueba formalmente, que 
las lipoproteínas de Brucella serían los ligandos que desencadenan la primera señal 
dependiente de TLR2 en la activación del inflamasoma y la consecuente secreción de IL-1β 
responsable de la activación de las HBMEC. Con respecto a la segunda señal, se ha 
demostrado recientemente que el ADN de Brucella está involucrado en la activación de 
CASP-1 como consecuencia de la activación del inflamasoma AIM2, mientras que la 
activación del inflamasoma NLRP3 depende de especies reactivas del oxígeno inducidas 
por Brucella [99]. Desconocemos porque la deleción de NLRP3 o AIM2 individualmente 
resulta en la inhibición completa de IL-1β en respuesta a la infección. Sin embargo, esto 
podría implicar que frente a ciertas infecciones bacterianas, NLRP3 y AIM2 podrían formar 
parte del mismo complejo multiproteíco en el inflamasoma. Alternativamente, durante la 
infección de células gliales con B. abortus, NLRP3 y AIM2 podrían ser mutuamente 
requeridas para inducir la transformación catalítica hacia la molécula bioactiva IL-1β.  
 Basándonos en el conocimiento adquirido frente a otras infecciones bacterianas [200, 
259], se puede especular que la activación de la microvasculatura cerebral en respuesta a la 
infección con Brucella, la consecuente sobreexpresión de moléculas de adhesión y la 
secreción de citoquinas proinflamatorias y quemoquinas, serían factores importantes en la 
disfuncionalidad de la barrera hematoencefálica que se observa tanto en pacientes cursando 
neurobrucelosis [152, 162, 233] como en modelos animales [43]. Aunque estos mediadores 
proinflamatorios podrían hipotéticamente jugar un rol en la defensa contra B. abortus de 
manera directa o indirecta, también podrían ser claves en la regulación de la activación e 
integridad de la BHE. Esta especulación pudo ser confirmada tanto in vitro como in vivo, 
evaluando la transmigración de células inmunes. Una característica definitoria de la 
respuesta inflamatoria en SNC inducida por citoquinas es la desestabilización de la BHE que 
conlleva a un aumento de la permeabilidad vascular. Las células endoteliales de la BHE 
expresan bajo niveles de moléculas de adhesión que podrían ser utilizadas por los 
leucocitos para la migración transendotelial en condiciones fisiológicas. Luego de la 
estimulación inflamatoria se induce en las células endoteliales de la microvasculatura la 
expresión de moléculas de adhesión tales como ICAM, VCAM y selectinas [196] que 
repercuten en la mayor transmigración de leucocitos. Además las citoquinas proinflamatorias 
incluyendo TNF-α, INF-γ e IL-1β han sido descriptas como mediadores responsables en el 
aumento de la expresión de ICAM-1 [260]. Más aun, la secreción de IL-1β reveló tener un rol 
fundamental a la hora de modular la permeabilidad física de la BHE y aumentar el infiltrado 
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de células inmunes hacia el SNC [198]. Nuestros resultados demuestran que la activación 
de las HBMEC por células gliales infectadas con B. abortus, pero no la infección en sí, se 
correlaciona con un aumento en la capacidad de promover la transmigración de monocitos y 
neutrófilos a través de una monocapa desarrollada en un sistema de ¨transwells insert¨. Este 
fenómeno dependió de la secreción de IL-1β por las células gliales, ya que la estimulación 
de la monocapa con sobrenadantes de astrocitos provenientes de ratones KO para las 
moléculas CASP-1, ASC, NLRP3 o AIM2, fue incapaz de inducir la migración 
transendotelial. De la misma manera, cuando se neutralizó el efecto de la citoquina en 
sobrenadantes de infección de astrocitos WT con un Ac neutralizante anti IL-1β, 
nuevamente disminuyó la transmigración de células a través de la monocapa. Estos 
resultados indican que la interacción de Brucella con la inmunidad innata in vivo podría 
resultar en un aumento de la transmigración de fagocitos al parénquima cerebral que podría 
dar sustento a la pleocitosis observada en pacientes con neurobrucelosis [152, 233]. La 
activación de los inflamasomas en la respuesta inmune innata podría ser responsable de tal 
transmigración. Apoyando esta especulación, la presencia de B. abortus en el parénquima 
cerebral de ratones WT indujo un infiltrado neutrofílico que fue reducido en ratones KO para 
NLRP3 y AIM2 demostrando, una vez más la importancia de IL-1β en la activación de las 










¨B. abortus induce la secreción de MMPs por astrocitos a través de la 
secreción de TNF-α¨ 
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Introducción 
Los astrocitos son el tipo celular más numeroso que forma parte del SNC y, como 
hemos mencionado, poseen diversas funciones. Una de ellas se relaciona al mantenimiento 
de la homeostasis de la matriz extracelular (MEC) en el tejido cerebral. La MEC se 
encuentra en íntima asociación con las células endoteliales, contribuyendo a la estabilidad 
de la BHE.  
Las metaloproteasas de matriz (MMPs) son una familia de enzimas proteolíticas, 
cuya estructura está compuesta por tres dominios básicos muy conservados: Un dominio 
pro-péptido, un dominio catalítico y un dominio de tipo hemopexin. El dominio catalítico es 
responsable de la actividad proteolítica, depende de la unión de zinc y calcio y puede 
presentar o no, dominios estructurales y funcionales secundarios que determinan la 
especificidad de sustrato. De acuerdo a esta especificidad, las MMP pueden clasificarse en: 
colagenasas (MMP-1, -8 y -13), gelatinasas (MMP-2 y -9), estromelisinas (MMP-3, -10 y -
11), elastasas (MMP-7 y -12) y MMP de unión a membrana (MT-MMP, MMP-14 a -17) [261]. 
Debido a su capacidad destructiva, la actividad de las MMPs se encuentra 
estrictamente regulada en diferentes niveles. Su expresión es controlada a nivel 
transcripcional por citoquinas, factores de crecimiento y hormonas. Son secretadas como 
pro-enzimas que requieren ser procesadas para su activación y además, poseen una 
marcada regulación por parte de inhibidores endógenos, los inhibidores tisulares de 
metaloproteasas (TIMP), que actúan uniéndose no-covalentemente a las MMP e inhibiendo 
su actividad [262, 263]. 
Las MMPs desempeñan muchas funciones en la respuesta inmune frente a 
patógenos. Están implicadas, principalmente, en el remodelado de la MEC posterior a la 
eliminación y resolución de focos infecciosos. En los últimos años también fueron asociadas 
con mecanismos de inmunomodulación, con el infiltrado de leucocitos al sitio de infección y 
con el procesamiento de citoquinas [264]. Paradójicamente, la actividad de las MMPs es 
requerida para el correcto desempeño de la respuesta inmune normal pero, por otro lado, 
puede contribuir a la inmunopatología. Una actividad exacerbada de las MMPs puede inducir 
la destrucción de tejidos, favoreciendo la diseminación de microorganismos por ruptura de 
barreras anatómicas y permitiendo el acceso de células inmunes a sitios de inmunoprivilegio 
como consecuencia de la proteólisis de la membrana basal [265, 266]. Además durante este 
proceso también se pueden generar DAMPs. Esto va en concordancia con que la MEC no 
solo tiene un rol estructural, que es preponderante, sino que también tiene un rol 
fundamental en determinar las respuestas funcionales de las células con respecto a su 
entorno [267]. 
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En la fisiología normal del SNC, las MMPs participan en el remodelado del 
parénquima cerebral y cumplen funciones primordiales durante el desarrollo del mismo. Sin 
embargo, también han sido asociadas al progreso de las respuestas neuroinflamatorias en 
un rango amplio de patologías del SNC, incluyendo la encefalitis autoinmune experimental, 
la esclerosis múltiple y la tuberculosis con compromiso del SNC [268-271]. 
Dentro de las metaloproteasas, MMP-2 y MMP-9 poseen actividad gelatinolítica. En 
particular, está bien documentada la relación entre la actividad de MMP-9 y la disrupción de 
la BHE en diversos modelos de neuropatología [272-274]. En infecciones bacterianas, como 
la generada por Mycobacterium tuberculosis, se observó un aumento tanto en la secreción 
de MMP-2 como de MMP-9 en la línea monocítica THP-1 y en extractos celulares de 
pulmón. Además se estableció que los niveles de MMPs en LCR se correlacionan con la 
severidad de la enfermedad, la destrucción tisular localizada en el SNC y el síntoma de 
déficit neurológico en los pacientes [178, 275, 276]. 
Debido a que las citoquinas proinflamatorias pueden influenciar la expresión de las 
MMPs, incrementando la permeabilidad de la BHE por degradación de los componentes de 
la MEC [277] es que decidimos evaluar cómo la respuesta inflamatoria desencadenada por 
astrocitos frente a la infección con B. abortus podría inducir la secreción de MMPs que 
afectan la estructura de la MEC. 
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Resultados 
La infección de astrocitos con B. abortus induce la secreción de MMP-9.  
 Los astrocitos pueden responder a infecciones bacterianas produciendo un aumento 
en la secreción de MMPs [278, 279]. Por lo tanto, decidimos estudiar si la infección con B. 
abortus induce la secreción de MMP por los astrocitos. Para llevar a cabo este objetivo, 
infectamos cultivos primarios de astrocitos BALB/C con B. abortus a diferentes MOIs por 48 
hs y luego analizamos la secreción de MMPs en el sobrenadante de infección por la técnica 
de zimografía. Como se puede observar en la Figura 18A, la infección de los astrocitos con 
B. abortus resultó en un aumento de la actividad de MMPs en el sobrenadante de infección 
que, de acuerdo al pero molecular (92 kDa), correspondería con MMP-9. Estos resultados 
fueron confirmados y cuantificados por ELISA, utilizando Ac monoclonales específicos para 
MMP-9. Se observó un aumento significativo (p<0,001) en los niveles de secreción de MMP-
9 en el sobrenadante de los astrocitos infectados con respecto a los niveles de secreción de 
las células no infectadas (Figura 18B). Para ambos ensayos se utilizó forbol miristato 
acetato (PMA) como control positivo. 
In vivo, la actividad de las MMPs es contrarrestada por la actividad de TIMPs, lo que 
implica que la actividad neta en una muestra compleja, como un sobrenadante de cultivo, 
depende del balance entre la actividad de las MMPs y de los TIMPs [261]. Durante la corrida 
electroforética, los complejos MMP-TIMP se disocian por lo tanto que la actividad neta no 
puede ser evaluada por zimografía. Recurrimos, entonces, a evaluarla en fase fluida 
utilizando un sustrato de gelatina que se encuentra unida a fluoresceína y que no fluoresce 
cuando la molécula está íntegra (Ver MyM). Cuando esta gelatina se degrada fluorece y esta 
fluorescencia es directamente proporcional a la actividad gelatinolítica neta. Incubamos los 
sobrenadantes de astrocitos infectados con B. abortus con el sustrato de gelatina y 
determinamos la emisión de fluorescencia producida por los péptidos fluorescentes 
originados por la digestión de la gelatina. La actividad gelatinolítica neta (medida como 
intensidad de fluorescencia) aumentó significativamente (p<0,001) en los sobrenadantes de 
astrocitos infectados con B. abortus en comparación con los sobrenadantes provenientes de 
células no infectadas (Figura 18C). Por todos los métodos empleados, la magnitud de MMP-
9 secretada al sobrenadante de cultivo fue directamente proporcional a la MOI utilizada para 
infectar las células. 
 La secreción de MMP-9 no fue un atributo único de la infección por B. abortus sino 
que B. canis, B. melitensis y B. suis también fueron capaces de inducir la secreción de 
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MMP-9 (Figura 18D). En conjunto estos resultados indican que los astrocitos murinos 
secretan MMP-9 frente a la infección con bacterias del género Brucella.  
La secreción de MMP-9 por astrocitos infectados con B. abortus está mediada 
por componentes estructurales de la bacteria. 
Para investigar si la viabilidad de la bacteria era un factor clave en la inducción de 
MMPs por los astrocitos, se evaluó la habilidad de la bacteria muerta por calor, HKBA (del 
inglés ¨Heat kill Brucella abortus¨), en inducir la secreción de MMP-9 en dichas células. Para 
ello, estimulamos cultivos primarios de astrocitos con diferentes concentraciones de HKBA 
por 48 hs. PMA se utilizó como control positivo. La secreción de MMP-9 fue marcadamente 
aumentada en sobrenadantes de cultivo provenientes de astrocitos estimulados con HKBA 
en comparación con los sobrenadantes de astrocitos no estimulados, tanto por zimografía 
Figura 18. Brucella induce la secreción de MMP-9 por astrocitos. Cultivos primarios de astrocitos 
fueron infectados con B. abortus a las MOIs indicadas. La secreción de MMP-9 en el sobrenadante de los 
astrocitos infectados fue evaluada por zimografía (A) y ELISA (B) a 48 hs post-infección. La actividad 
gelatinolítica neta en los sobrenadantes fue evaluada como emisión de fluorescencia como consecuencia 
de la degradación de gelatina previamente unida a fluoresceína y expresada como unidades fluorescentes 
informadas por el fluorómetro (C). La secreción de MMP-9 frente a la infección por distintas especies del 
género Brucella a MOI 100 fue determinada por zimografía a 48 hs post-infección (D). Forbol miristato 
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como evaluando la actividad gelatinolítica neta (Figura 19A y 19B). En ambos análisis, la 
secreción fue dependiente de la cantidad de bacteria utilizada para estimular las células. Un 
aumento significativo (p<0,001) de la actividad de MMP-9 fue detectada en cultivos 
estimulados entre 1x106 y 1x109 bacterias/ml, concentraciónes similares a las empleadas en 
los cultivos infectados con bacteria viva. 
Esta observación sugiere que no es primordial la viabilidad de la bacteria en la 
secreción de MMP-9 sino, que algún componente estructural de B. abortus está mediando 
este efecto. Dado que nuestro grupo de trabajo demostró, anteriormente, que las 
lipoproteínas de B. abortus inducen la secreción de citoquinas y MMPs en diferentes tipos 
celulares [43, 280], postulamos que las lipoproteínas de Brucella podrían estar vinculadas a 
la secreción de MMP-9 por los astrocitos. Para investigar esta hipótesis, empleamos como 
modelo una lipoproteína de membrana recombinante de B. abortus denominada Omp19 que 
fue obtenida en nuestro laboratorio [80]. Los astrocitos fueron incubados con la lipoproteína 
lipidada (L-Omp19) y el sobrenadante de cultivo fue recolectado a las 48 hs para medir la 
secreción de MMP-9 por zimografía y ELISA; y evaluar la actividad gelatinolítica neta. L-
Omp19 indujo la secreción de MMP-9 de manera dependiente de la concentración de 
proteína utilizada para estimular a las células (p<0,001). Independientemente del método a 
través del cual se evaluó la actividad de MMP-9, su inducción fue dependiente de la 
lipidación de L-Omp19, debido a su versión no lipidada (U-Omp19) no indujo la secreción de 
MMP-9 (Figura 19C y 19E).  
Para establecer si los efectos desencadenados por L-Omp19 podrían extenderse a 
todas las lipoproteínas de B. abortus, la producción de MMP-9 fue evaluada en cultivos de 
astrocitos estimulados con un lipohexapéptido sintético (Pam3Cys) que mimetiza la porción 
lipídica de las lipoproteínas [281]. En las Figuras 19C y 19E se observa que Pam3Cys 
promueve la secreción de MMP-9 por astrocitos, indicando que la cisteína tripalmitoilada es 
la estructura molecular de la L-Omp19 responsable de inducir la secreción de MMP-9. Por 
su parte, el LPS de B. abortus no tuvo efecto en la secreción de MMP-9, ni siquiera a una 
alta concentración (1.000 ng/ml) (Figura 19C y 19E). En conjunto estos resultados, indican 
que las lipoproteínas de B. abortus inducen la secreción de MMP-9 en los astrocitos. 
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HKBA y L-Omp19 inducen la activación de las vías Erk1/2 y p38 de las MAPK. 
Las vías de las MAP kinasas (MAPK) poseen un rol fundamental en la regulación y 
expresión de genes responsables de la secreción de citoquinas proinflamatorias [282], del 
mismo modo que juegan un papel importante en la producción de MMP [180, 283, 284]. 
Decidimos, entonces, explorar la posibilidad de que las MAPK cumplieran un rol clave como 
parte del mecanismo a través del cual se induce la secreción de MMP-9 por los astrocitos. 















































































































































Figura 19. La secreción de MMP-9 por astrocitos infectados con B. abortus está mediada por 
componentes estructurales de la bacteria. Cultivos primarios de astrocitos fueron estimulados con 
HBKA, LPS de B. abortus (Ba LPS, 1000 ng/ml), lipoproteína lipidada (L-Omp19) a las concentraciones 
indicadas o su versión no lipidada (U-Omp19, 1000 ng/ml). La producción de MMP-9 se determinó por 
zimografía (A y C) y ELISA (D) a 48 hs post-estimulación. También se analizó la emisión de fluorescencia 
(unidades fluorescentes) como medida de la actividad gelatinolítica neta (B y E). PMA (50 ng/ml) fue 
utilizado como control positivo y Pam3Cys (50 ng/ml) fue utilizado como control positivo de lipidación. 
** p<0,01; *** p<0,001 versus sobrenadante de cultivo de astrocitos no estimulados (NE). 
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Erk1/2, p38 y Jnk1/2 de las MAPK. Para ello, realizamos extractos celulares de cultivos 
primarios de astrocitos que fueron estimulados con HBKA y luego, evaluamos la fosforilación 
de cada una de las vías por la técnica de Western Blot con respecto a los astrocitos no 
estimulados. La estimulación de astrocitos con HKBA indujo la fosforilación de la vía Erk1/2 
y p38 de manera dosis dependiente (Figura 20A y 20B). Por el contrario, si bien, se observó 
una leve fosforilación de Jnk1/2 en los extractos estimulados con la mayor concentración de 
HKBA (1x109 bacterias/ml), esta activación no mostró diferencias significativas (Figura 20C). 
 
 






















































































































Figura 20. HKBA induce la activación de la vía Erk1/2 y p38 de las MAPK. Se realizaron extractos 
celulares de cultivos primarios de astrocitos estimulados con HKBA a las concentraciones indicadas. La 
activación de las MAPK fue analizada como fosforilación de cada una de las vías por la técnica de Western 
Blot. Erk1/2 total y fosforilado (p-Erk1/2) (A), p38 total y fosforilado (p-p38) (B) y Jnk1/2 total y fosforilado 
(p-Jnk1/2) (C). La columna de la izquierda muestra el análisis densitométrico. En el mismo se representa la 
cuantificación de la activación relativa con respecto a extractos de astrocitos no estimulados (NE). PMA fue 
utilizado como control positivo de activación. * p<0,1; ** p<0,01; *** p<0,001 versus extractos de astrocitos 
no estimulados (NE).  
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Evaluamos también, la implicancia de L-Omp19 en la activación de las vías que 
presentaron fosforilación bajo la estimulación con la bacteria muerta. Para ello, obtuvimos 
extractos de cultivos primarios de astrocitos estimulados con L-Omp19 y U-Omp19. 
Nuevamente la activación fue evaluada por Western Blot y cuantificada como activación 
relativa con respecto a extractos de astrocitos no estimulados. Se determinó que la 
fosforilación de las vías Erk1/2 y p38 depende de la lipidación de la lipoproteína ya que la 
versión no lipidada de la misma (U-Omp19) no activó ninguna de las dos vías estudiadas 
(Figura 21). Estos resultados indican en conjunto, que las vías Erk1/2 y p38 de las MAPK 
son activadas en cultivos primarios de astrocitos estimulados tanto con HKBA como con L-
Omp19, no así la vía de Jnk1/2. 
 
Figura 21. L-Omp19 induce la activación de la vía Erk1/2 y p38 de las MAPK. Se realizaron extractos 
celulares de cultivos primarios de astrocitos estimulados con las concentraciones indicadas de L-Omp19 o 
con U-Omp19 (1000ng/ml). La activación de las MAPK fue analizada como fosforilación de cada una de las 
vías por la técnica de Western Blot. Erk1/2 total y fosforilado (p-Erk1/2) (A), p38 total y fosforilado (p-p38) 
(B). La columna de la izquierda muestra el análisis densitométrico. En el mismo se representa la 
cuantificación de la activación relativa con respecto a extractos de astrocitos no estimulados (NE). PMA fue 
utilizado como control positivo de activación. * p<0,1; ** p<0,01; *** p<0,001 versus astrocitos no 
estimulados (NE).  
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Las vías Erk1/2 y p38 de las MAPK están involucradas en la secreción de MMP-
9 y TNF-α por astrocitos estimulados con HKBA o L-Omp19. 
A continuación, nos propusimos investigar si la inhibición de las vías Erk1/2 y p38 de 
las MAPK podría inhibir la producción de MMP-9. Para ello, evaluamos la funcionalidad de 
Erk1/2 y p38 utilizando inhibidores específicos de cada una de las vías: PD98059 y 
SB203580 respectivamente. Los cultivos primarios de astrocitos fueron pre-incubados con 
los inhibidores y posteriormente estimulados con HKBA y L-Omp19. Se analizó la secreción 
de MMP-9 por zimografía y la actividad gelatinolítica en sobrenadantes de astrocitos 
estimulados con HKBA y L-Omp19 tratados previamente con los inhibidores de las MAPK. 
La secreción de MMP-9 fue inhibida significativamente (p<0,001) en sobrenadantes tratados 
con inhibidores para Erk1/2 y p38 individualmente, y completamente suprimida en 
sobrenadantes tratados con los dos inhibidores conjuntamente (Figura 22A y 22B). Este 
mismo efecto inhibitorio de la actividad gelatinolítica neta de MMP-9 fue reproducido en 
sobrenadantes de astrocitos estimulados con Pam3Cys (Figura 22C). Como era de esperar, 
la inhibición de la vía Jnk1/2 con un inhibidor específico de esta vía, SP600125, no tuvo 
ningún efecto en la secreción de MMP-9 inducida por HKBA (Figura 22D). Estos resultados 
indican en conjunto, que las vías Erk1/2 y p38 de las MAPK participan en la secreción de 
MMP-9 en respuesta a la estimulación con HKBA y L-Omp19. 
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Figura 22. Erk1/2 y p38 están involucradas en la secreción de MMP-9 por astrocitos estimulados con 
HBKA o L-Omp19. Cultivos primarios de astrocitos fueron pre-incubados con inhibidores específicos para 
cada una de las vías (PD: inhibidor de la vía Erk1/2; SB: inhibidor de la vía p38) durante 2 horas previas a 
la estimulación con HKBA (1x10
8
 bacteria/ml) (A) y L-Omp19 (1000 ng/ml) (B). Cultivos primarios de 
astrocitos fueron pre-incubados con inhibidor específico para Jnk1/2 (SP) y luego estimulados con HKBA 
(10
8
 bacteria/ml) (D). Los sobrenadantes de estimulación fueron recolectados luego de 48 hs para medir la 
secreción de MMP-9 por zimografía (A, B y D) o analizar la actividad gelatinolítica neta (A, B y C). NE: 
Cultivos de astrocitos no estimulados. ** p<0,01; *** p<0,001 versus sobrenadante no tratado con inhibidor 





























































































































































CAPITULO III - Resultados 
106 
Hemos establecido previamente que las lipoproteínas de Brucella inducen la 
secreción de TNF-α por astrocitos [43]. Para determinar si la activación de las vías Erk1/2 y 
p38, inducidas por la estimulación con HKBA y L-Omp19, repercuten en la secreción de 
TNF-α, analizamos el efecto de los inhibidores de las MAPK en la producción de esta 
citoquina. Los cultivos primarios de astrocitos fueron pre-incubados con los inhibidores y 
posteriormente estimulados con HKBA, L-Omp19 o U-Omp19. Se midió en los 
sobrenadantes de la estimulación, la secreción de TNF-α por ELISA. Paralelamente con lo 
observado para la secreción de MMP-9, la inhibición tanto de Erk1/2 como p38, disminuyó 
significativamente (p<0,001) la secreción de TNF-α desencadenada por astrocitos frente a la 
estimulación con HKBA y L-Omp19. Más aún, la inhibición conjunta de las dos vías logró la 
inhibición completa de la secreción de TNF-α con respecto a los sobrenadantes tratados con 
los inhibidores individualmente (Figura 23). En contraposición, se corroboró la carencia de 
funcionalidad de la vía Jnk1/2 en la secreción de TNF-α, ya que el tratamiento con su 
inhibidor específico, SP600125, no modificó la secreción de la citoquina en estudio (Figura 
23B). En conjunto, estos resultados indican que las vías de Erk1/2 como p38, pero no 
Jnk1/2, estarían implicadas en la respuesta patológica inducida por B. abortus y sus 
lipoproteínas en astrocitos. 
Figura 23. Erk1/2 y p38 están involucradas en la 
secreción de TNF-α por astrocitos estimulados con 
HBKA o L-Omp19. Cultivos primarios de astrocitos fueron 
pre-incubados con inhibidores específicos para cada una de 
las vías (PD: inhibidor de la vía Erk1/2; SB: inhibidor de la vía 
p38) durante 2 horas previas a la estimulación con HKBA 
(1x10
8
 bacteria/ml), L-Omp19 (1000 ng/ml) y U-Omp19 (1000 
ng/ml) (A). Astrocitos fueron pre-incubados con inhibidor 
específico para Jnk1/2 (SP) y luego estimulados con HKBA 
(1x10
8
 bacteria/ml) (B). Los sobrenadantes de estimulación 
fueron recolectados luego de 48 hs para medir la secreción 
de TNF-α por ELISA. NE: Cultivos de astrocitos no 
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TNF-α es la citoquina responsable de la secreción de MMP-9 por astrocitos 
murinos. 
Considerando la inhibición producida en la producción de MMP-9 y TNF- α al inhibir 
las vías de Erk1/2 y p38 y la implicancia de TNF-α como mediador responsable de la 
producción de MMP-9 en otros tipos celulares [203, 204], incluso frente a la infección con B. 
abortus en otros tipos celulares, [280] es que nos propusimos investigar el rol de esta 
citoquina en la secreción de MMP-9. Para llevar a cabo estos estudios, los cultivos primarios 
de astrocitos fueron pre-incubados con un Ac neutralizante anti-TNF-α o su control de isotipo 
y luego infectados con B. abortus. Nuevamente, la secreción de MMP-9 fue evaluada en los 
sobrenadantes de la infección por zimografía y ELISA. La neutralización de TNF-α inhibió 
totalmente (p<0,001) la secreción de MMP-9 a las diferentes MOI estudiadas, mientras que 
el control de isotipo no tuvo ningún efecto en la respuesta investigada (Figura 24A y 24B). El 
Ac neutralizante también inhibió significativamente la secreción de MMP-9 producida por 
HKBA y por L-Omp19 (Figura 24C), mientras que el control de isotipo no tuvo ningún efecto. 
Como era de esperar, la neutralización de TNF-α bloqueó la secreción de MMP-9 mediada 
por la citoquina recombinante de TNF-α, corroborando la funcionalidad del Ac neutralizante 
(Figura 24C). Estos resultados indican que la secreción de MMP-9 desencadenada por B. 
abortus o sus lipoproteínas depende de TNF-α. 
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Pacientes con Neurobrucelosis muestran actividad de MMP-9 en líquido 
cefalorraquídeo (LCR).  
Hasta aquí, pudimos dilucidar el rol central de la citoquina TNF-α y su implicancia en 
la secreción de MMP-9 in vitro. Proponemos que B. abortus accede a SNC y causa un 
proceso inflamatorio y que esta respuesta inflamatoria podría generar daño tisular, al menos, 
debido a la secreción de MMPs. Para corroborar esta hipótesis y conocer la posible 
relevancia clínica de los hallazgos demostrados in vitro, decidimos investigar si los pacientes 
con neurobrucelosis exhibían actividad de MMP-9 en el LCR por la técnica de zimografía. 
No se observó actividad de MMP-9 en las muestras de LCR provenientes de individuos 
controles no infectados. En contraposición, detectamos actividad de MMP-9 por la técnica 
de zimografía en las tres muestras de pacientes con diagnóstico de neurobrucelosis (Figura 
25A). Estos pacientes tenían un proceso infeccioso activo localizado en SNC, ya que en los 
Figura 24. TNF-α es la citoquina responsable de la secreción de MMP-9 por astrocitos murinos. 
Cultivos primarios de astrocitos fueron pre-incubados con un Ac neutralizante de TNF-α (aTNF-α) o su 
control de isotipo (Isotipo) previo a la infección con B. abortus a las MOIs indicadas o a la estimulación con 
HKBA (1x10
8
 bacterias/ml) y L-Omp19 (1000 ng/ml). La estimulación con la citoquina recombinante (rTNF-
α) a una concentración de 5 ng/ml fue utilizada como control. Se recolectaron los sobrenadantes de cultivo 
luego de 48 hs post-infección para analizar la secreción de MMP-9 por zimografía (A y C) y ELISA (B). NI: 
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tres casos se logró el aislamiento de la bacteria por cultivo del LCR, además de exhibir altos 
títulos de anticuerpos específicos para LPS de Brucella y proteínas citoplasmáticas en el 
mismo (CP) [233] (Figura 25B). Interesantemente, no se detectó actividad de MMP-9 en el 
LCR del paciente que padece brucelosis sin implicancia neurológica (Figura 25A). Este 
individuo no presentó Ac anti-Brucella en su LCR, ni tampoco se logró el aislamiento 
bacteriológico (Figura 25B). Esto sugiere, que en la patología humana sólo se secreta MMP-
9 al LCR cuando la bacteria invade el SNC. Pacientes que cursan con meningitis causada 
por invasión con otros patógenos distintos de Brucella, también exhiben actividad de MMP-9 
en LCR (Figura 25A). En conjunto estos resultados indican que la secreción de MMP-9 por 
astrocitos en respuesta a B. abortus o sus lipoproteínas estaría implicada en la 




Figura 25. Pacientes con Neurobrucelosis muestran actividad de MMP-9 en LCR. Se obtuvieron 
muestras de LCR y suero de pacientes no infectados utilizados como controles negativos (C1 y C2), 
pacientes con diagnóstico de neurobrucelosis (NB1, NB2 y NB3), pacientes con brucelosis sin implicancias 
neurológicas (Br) y pacientes con meningitis debida a infección con Staphylococcus aureus (SaM) y 
Streptococcus spp. (SsM). En todos los individuos se evaluó la secreción de MMP-9 por zimografía (A). En 
la tabla (B) se expresan los títulos de Ac contra proteínas citoplasmáticas (aCP) o contra el LPS de Brucella 
(aLPS) en muestras de LCR y suero. El aislamiento de Brucella por cultivo bacteriológico se realizó a partir 
de LCR e informado como LCR positivos o negativos. ND: No determinado. 
Paciente
LCR Suero Cultivo de 
LCRaLPS aCP aLPS aCP
C1 - - - - Negativo
C2 - - - - Negativo
NB1 3200 800 6400 3200 Positivo
NB2 1600 800 3200 800 Positivo
NB3 3200 400 6400 3200 Positivo
Br - - 800 200 Negativo
SaM - - - - ND
SsM - - - - ND
A
B
C1 NB3C2 NB1 NB2
MMP-9
Br SaM SsM
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Discusión 
Conjuntamente con las citoquina inflamatorias, las MMPs cumplen un rol importante 
en el daño tisular del SNC. Son expresadas en condiciones inflamatorias por diversos tipos 
celulares, incluyendo leucocitos, células endoteliales y astrocitos. Su capacidad de degradar 
diversos componentes estructurales, tal como el colágeno que conforma la membrana basal 
de las células endoteliales, afecta la integridad de la BHE [267, 273, 274, 283, 285]. Varios 
modelos experimentales de meningitis por neumococos han demostrado que las MMPs 
contribuyen al daño cerebral y cortical participando en la ruptura de la BHE, en la 
extravasación de polimorfonucleares y conversión tanto de citoquinas como de sus 
receptores [276, 286]. Los mismos, relacionan específicamente, la presencia de MMPs con 
la disfunción de la vasculatura por disrupción de las uniones ocluyentes; promoviendo así, la 
apertura de la BHE [287]. Más aún, algunos autores no solo han vinculado la secreción de 
MMPs con la modulación de la integridad de la BHE sino que también mencionan su 
implicancia en la entrada de células inmunes periféricas hacia el SNC [288-291]. 
La importancia de la respuesta inflamatoria desencadena por B. abortus en el SNC 
reside en el posible daño que puede causarle al tejido nervioso [155]. Si bien, los astrocitos 
cumplen funciones primordiales en la homeostasis del parénquima cerebral, la activación de 
estas células, como ocurre en la neurobrucelosis, puede aportar a la progresión y desarrollo 
de la neuropatología. Nuestro grupo de investigación demostró el rol central de los astrocitos 
en la producción de citoquinas proinflamatorias frente a la infección con B. abortus [43], pero 
se desconocía su contribución como fuente de MMPs en la neurobrucelosis.  
Nuestros resultados demuestran que la infección de astrocitos con bacterias del 
género Brucella induce la secreción de MMP-9 al sobrenadante de cultivo, evidenciada por 
zimografía y ELISA. Con respecto a la actividad de las MMPs, la misma está regulada por la 
acción de inhibidores tisulares de MMP (TIMP), lo que implica que la actividad neta depende 
del balance entre la actividad de las MMPs y de las TIMP [261]. A diferencia de la 
zimografía, la técnica en fase fluida logró evidenciar la actividad gelatinolítica neta en 
condiciones nativas, donde los complejos MMP-TIMP se encuentran unidos. Utilizando un 
sustrato de gelatina DQ, que se encuentra unida a fluoresceína, pudimos determinar que los 
sobrenadantes de astrocitos infectados con B. abortus producen la emisión de fluorescencia 
producida por la digestión de la gelatina lo que indica la presencia de actividad gelatinolítica 
neta en dichos sobrenadantes. Estos resultados sugieren que la inducción de MMP-9 por 
astrocitos infectados con la bacteria podría contribuir a la degradación de colágeno en el 
parénquima cerebral. MMP-2, otra de las metaloproteasas con actividad gelatinolítica, 
también ha sido implicada en neuropatologías asociada con la disrupción de la barrera 
CAPITULO III - Discusión 
111 
hematoencefálica [292]. Sin embargo, bajo nuestras condiciones experimentales, la 
infección de astrocitos por B. abortus no indujo alteraciones en la secreción de esta MMP 
(datos no mostrados). 
La producción de MMP-9 no requiere de la viabilidad bacteriana, dado que también 
se induce por la estimulación con HKBA, sugiriendo que existe algún componente 
estructural de la bacteria responsable de este fenómeno. Debido a que está descripto que 
las lipoproteínas de B. abortus pueden desencadenar la producción de mediadores 
inflamatorios [43] y de MMP-9 por otros tipos celulares [255, 280], postulamos que las 
lipoproteínas de B. abortus podrían ser los componentes estructurales involucrados en la 
secreción de MMP-9 por astrocitos murinos. Efectivamente, pudimos dilucidar que la 
lipoproteína, L-Omp19, indujo la secreción de MMP-9 por astrocitos de manera dependiente 
de la concentración utilizada para estimular. Dado que la proteína no lipidada, U-Omp19, fue 
incapaz de inducir la secreción de MMP-9, se logró determinar que se requiere de la 
acilación de la misma para desarrollar su actividad biológica. El lipohexapéptido sintético 
(Pam3Cys) que mimetiza la porción lipídica de las lipoproteínas fue capaz de inducir la 
secreción de MMP-9, pudiendo extrapolar la capacidad de inducir la secreción MMP-9 a 
cualquier lipoproteína que presente este motivo lipídico.  
Las vías de Erk1/2 y p38 de las MAPK fueron activadas tanto frente a la infección 
con B. abortus como frente a la estimulación con sus lipoproteínas, mientras que la 
activación de la vía de Jnk1/2 no se vio alterada. Funcionalmente ambas vías participan en 
la secreción de MMP-9 y en la producción de TNF-α por acción de la estimulación con HKBA 
como por L-Omp19 en astrocitos. La secreción de MMP-9 y TNF-α disminuyó 
significativamente cuando se inhibieron las vías de Erk1/2 y p38 individualmente y fue 
completamente inhibida la secreción de MMP-9 y TNF-α cuando se inhibieron ambas vías 
conjuntamente. Estos resultados indican que los astrocitos murinos requieren tanto de la vía 
de Erk1/2 como de la vía p38 de las MAPK para inducir la secreción de TNF-α y MMP-9 por 
L-Omp19. El requerimiento de ambas vías para las respuestas óptimas de TNF-α y MMP-9 
en astrocitos ya había sido descripto por Ramesh et al. y Arai et al. [232, 284] en otros 
modelos experimentales. 
Está descripto, para una variedad de patologías del SNC que presentan daño tisular, 
que la secreción de MMP-9 depende de la inducción citoquinas proinflamatorias [293]. Si 
bien tanto IL-1β como TNF-α han sido vinculadas a la secreción de MMPs [283, 294-296], 
TNF-α ha sido implicada en mayor medida a una regulación autócrina o parácrina de la 
secreción de MMP-9 y consecuentemente en el daño tisular [203, 204], incluso frente a la 
infección con B. abortus [280]. Dado que TNF-α es una citoquina clave en la neurobrucelosis 
[43, 247], y considerando que tanto la secreción de MMP-9 como de TNF-α ha sido inhibida 
en presencia de inhibidores de las MAPK es que decidimos investigamos el rol de esta 
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citoquina en la producción de MMP-9. Los experimentos de bloqueo empleando un Ac 
neutralizante para TNF-α indicaron que la secreción de esta citoquina por parte de los 
astrocitos es necesaria y suficiente para inducir la producción de MMP-9 frente a HKBA o L-
Omp19.  
Se han reportado altas concentraciones de citoquinas y quemoquinas en pacientes 
que presentan neurobrucelosis [215], sin aportar información sobre la actividad de las MMPs 
en el LCR de estos pacientes. Para conocer la relevancia clínica de los hallazgos obtenidos 
en estudios in vitro, analizamos por zimografía la expresión de MMP-9 en el LCR de 
pacientes con diagnóstico de certeza de neurobrucelosis (NB). Observamos que todas las 
muestras analizadas fueron positivas para la actividad de MMP-9. Interesantemente, la 
presencia de MMP-9 en el LCR parece ser una característica distintiva de un proceso 
infeccioso activo en SNC, dado que pacientes con diagnóstico de brucelosis, pero sin 
implicancia del SNC, no muestran actividad de MMP-9 en el LCR. Cabe destacar que 
también se encontró un aumento en la actividad de MMP-9 en muestras de LCR tanto de 
pacientes con compromiso neurológico causado por otros agentes patológicos diferentes de 
Brucella [197, 271, 297-299] como en modelos animales [291] que promueven inflamación 
en el parénquima cerebral, similar a la producida durante la neurobrucelosis [155]. 
Los resultados de nuestro modelo in vitro, junto con la presencia de MMP-9, 
citoquinas y quemoquinas en el LCR de los pacientes cursando neurobrucelosis [215], dan 
respaldo a nuestra hipótesis de que la respuesta inflamatoria desencadenada frente a 
Brucella en el SNC podría contribuir a la patogénesis de la infección. En esta sección, 
presentamos evidencia que indica que los astrocitos inducen la secreción de MMP-9 frente a 
la infección con B. abortus. Si bien desconocemos el rol directo de la MMP-9 sobre la 
integridad de la BHE, la capacidad degradativa que presenta podría repercutir en la 
estabilidad estructural de la BHE. 
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La neurobrucelosis es la manifestación focalizada más perjudicial e invalidante de la 
brucelosis y, si bien es considerada una complicación rara, puede alcanzar una incidencia 
de hasta el 30%. La sintomatología es diversa abarcando desde dolores de cabeza y 
vómitos, hasta pérdida de conocimiento y síntomas neuropsiquiátricos [144, 160]. 
Evidencias clínicas demuestran la existencia de una alteración en la integridad de la 
BHE durante la neurobrucelosis debido a que los pacientes presentan principalmente 
procesos inflamatorios que comprometen las meninges, inflamación vascular e infiltrados 
leucocitarios. La pleocitosis observada histopatologicamente junto con la evidencia directa 
(aislamiento bacteriano) o indirecta de la bacteria (Ac específicos contra LPS) en LCR son 
prueba de concepto de que la infección del SNC con B. abortus activa la BHE y modifica su 
integridad [134, 162, 216, 217]. Similarmente, un modelo murino desarrollado en nuestro 
laboratorio [43] fue capaz de corroborar estas observaciones dando sustento a la hipótesis 
central de esta tesis. 
En el marco del estudio de la inmunopatología inducida por Brucella que viene 
desarrollándose en nuestro grupo de trabajo hace algunos años y, dado que los 
mecanismos patogénicos implicados en la activación de la BHE causada por Brucella no 
habían sido estudiados a nivel celular y molecular, el presente trabajo se centró en dilucidar 
el mecanismo por el cual B. abortus ingresa a SNC y cómo afecta la activación de la 
inmunidad innata desencadenada por la bacteria en la integridad de la BHE. 
 La primera pregunta que se desprende de la evidencia clínica es ¿Cuál es el 
mecanismo utilizado por la bacteria para ingresar al SNC? Si bien observamos que B. 
abortus tiene la capacidad de infectar, invadir y replicar dentro de las HBMEC, nuestros 
resultados sobre transmigración bacteriana indican que B. abortus sería incapaz de 
atravezar dichas células utilizando el mecanismo transcelular. Estos resultados plantean el 
siguiente interrogante: ¿Porqué si B. abortus tiene la capacidad de infectar a las HBMEC no 
es capaz de transmigrar de manera transcelular? Esta dicotomía podría ser comprendida al 
analizar el ciclo de vida de la bacteria. Diversos autores han demostrado que B. abortus 
tiene la capacidad de evadir la vía endocítica con el fin de establecer un nicho replicativo 
intracelular [55, 56]. En esta Tesis demostramos que, al igual que en diversas células no 
fagocíticas [56], B. abortus escapa de la via endocítica en HBMEC y genera un nicho 
replicativo intracelular. 
 Es importante considerar que la infección y transmigración bacteriana generalmente 
ocurre asociada a altos grados de bacteriemia [155, 300, 301]. Si bien, Vitry y col [302] 
demostraron que, durante la infección, B. melitensis puede encontrarse libre en el torrente 
sanguineo o asociada a glóbulos rojos, estos mismos autores señalan que con el curso de la 
infección, la mayoria de las bacterias estan asociadas a leucocitos, acordando con el 
concenso de los investigadores del campo que reseña la naturaleza intracelular de B. 
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abortus en su fase sanguínea. Por lo tanto, si pudiera ocurrir in vivo la infección de células 
de la microvasculatura cerebral como hemos demostrado en esta tesis, este fenómeno no 
sería relevante en la transcitosis de la bacteria al SNC ni en la activación de la BHE, 
representando, a lo sumo, un nicho de establecimiento en la cronicidad. De hecho, al menos 
en nuestro modelo in vitro, observamos que B. abortus no utiliza el mecanismo transcelular 
sino que atraviesa las HBMEC dentro de un monocito infectado mediante el mecanismo 
denominado ¨Caballo de Troya¨. El ciclo de vida intracelular de Brucella fortalecería nuestras 
observaciones sobre la entrada de B. abortus al SNC facilitada a través de leucocitos. Si 
bien algunas revisiones bibliográficas señalan a este mecanismo como el responsable de la 
transmigración de Brucella hacia el SNC, ninguno de ellos lo demuestra concretamente 
[208, 239]. Los resultados de esta tesis exponen, por primera vez, el mecanismo a través del 
cual Brucella podría acceder al SNC y generar la patología inflamatoria.  
 Un hallazgo sumamente interesante y novedoso, aunque preliminar, es la capacidad 
de la bacteria de poder infectar células de la glía, como los astrocitos, aún cuando su 
ingreso al SNC sea dentro de un monocito infectado. Aunque preliminares, estos resultados 
podrían presentar una evidencia experimental a lo postulados por Star y col [56], quienes 
sugirieron que a partir de las 48 hs de infección las bacterias de este género podrían cooptar 
la vía autofágica para poder, a partir de su nicho intracelular, infectar células adyacentes. 
 Sería fundamental la corroboración de todos estos resultados in vivo, pero la 
carencia de modelos murinos sobre patología en neurobrucelosis complican ampliamente 
esta posibilidad y consecuentemente el progreso en el conocimiento de la patobiología de la 
neurobrucelosis. 
 Los resultados ya obtenidos en nuestro grupo de trabajo sumados a los 
conocimientos derivados de este trabajo muestran que una vez que B. abortus accede al 
SNC induce una respuesta inflamatoria que tiene diversas consecuencias: 1) compromete el 
bienestar de las células de la glia [43]; 2) altera la sobrevida de las neuronas (datos aun no 
publicados de nuestro grupo) y 3) altera la integridad de la BHE, punto principal de estudio 
del presente trabajo. 
 ¿Cómo afecta específicamente esta respuesta inmune innata en la integridad de la 
BHE? Diversos mediadores inflamatorios, secretados por las células de la glia, participan en 
este proceso: 1) El TNF-α ya había sido descripto por nuestro grupo como la citoquina 
responsable de inducir apoptosis de los astrocitos [43]. En este trabajo vinculamos la 
secreción de esta citoquina con la secreción de MMP-9 por parte de los astrocito. MMP-9 
podría ser considerado un mediador responsable de alterar la estructura de la BHE debido a 
que la secreción de esta enzima proteolítica podría degradar componentes de la MEC y 2) 
IL-1β. En este trabajo demostramos que, a través del ensamblado de inflamasomas, la 
secreción de esta citoquina tiene un rol fundamental en la activación de las HBMEC. 
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Promueve la secreción de citoquinas y quemoquinas, y aumenta la expresión de moléculas 
de adhesión por las HBMEC. La activación producida en las células endoteliales por estos 
mediadores es mucho mayor que la activación producida por la bacteria directamente, 
demostrando la gran relevancia que tiene la respuesta inmune desencadenada por B. 
abortus sobre la activación de las HBMEC y la consecuente transmigración de monocitos y 
neutrófilos.Demostramos in vitro que la alteración de la BHE es funcional y también 
relevante in vivo en el modelo murino. Además, la presencia de MMP-9 en el LCR de 
pacientes con diagnóstico de neurobrucelosis le otorgó a este mediador relevancia clínica.  
De manera análoga a la estrategia empleada por los griegos para ingresar a través 
de la puerta de los Dárdanos a la ciudad fortificada de Troya [303], los resultados 
presentados en esta Tesis demuestran que B. abortus tomaría ventaja del flujo fisiológico de 
leucocitos hacia el SNC para acceder al parénquima cerebral e infectar células residentes 
del mismo. La activación producida en las células endoteliales en respuesta a la inmunidad 
innata desencadenada por las células de la glia (astrocitos y microglía) en respuesta a B. 
abortus reclutaría células inmunes para la resolución del proceso infeccioso, fomentando 
aun más la transmigración de leucocitos infectados con la bacteria. De esta manera se 
conformaría un ciclo de retroalimentación proinflamatorio que explicaría la alteración en la 
integridad de la BHE observada en los pacientes con neurobrucelosis (Ilustración 4). 
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 A pesar de que B. abortus tiene la capacidad de infectar células endoteliales de la 
microvasculatura cerebral, la bacteria utiliza un mecanismo facilitado por monocitos 
infectados denominado ¨Caballo de Troya¨ para atravesar la BHE in vitro. 
 La IL-1β, secretada por células gliales en respuesta a la infección con B. abortus, 
induce la activación de las HBMEC. 
 La secreción de IL-1β por células gliales requiere de señalización a través de TLR2 y 
Mal/TIRAP como primera señal y del ensamblado de los inflamasomas AIM2 y 
NLRP3 como segunda señal para llevar a cabo la expresión de pro-IL-1β y su 
maduración proteolítica, respectivamente. 
 La activación de las HBMEC por IL-1β promueve la migración transendotelial de 
monocitos y neutrófilos in vitro.  
 La IL-1β es responsable de la presencia de infiltrados neutrofílicos en un modelo in 
vivo de infección. 
 B. abortus induce la secreción de MMP-9 por astrocitos, siendo las lipoproteínas los 
componentes estructurales de la bacteria responsables de este fenómeno. 
 TNF-α es la citoquina responsable de la secreción de MMP-9 por astrocitos. 
 Las vías de Erk1/2 y p38 de las MAPK están implicadas tanto en la secreción de 
MMP-9 como de TNF-α. 
 La presencia de MMP-9 en pacientes con neurobrucelosis demostró la relevancia 
clínica de este mediador inflamatorio. 
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